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La lipolyse adipocytaire est une composante majeure du métabolisme lipidique qui
est étroitement lié à l’obésité, un problème majeur dans notre société. La lipolyse
consiste en la libération du glycérol et des acides gras à partir des triglycérides (TG)
adipocytaires. Nous étudions l’appareil lipolytique et en particulier, deux lipases : la
lipase hormono-sensible (LIIS) et sa stimulation 33-adrénergique et l’hydrolase des
triglycérides (TGH).
Ce projet porte sur les préadipocytes 3T3-F442A et les fibroblastes embryonnaires de
souris. Ces modèles de culture in vitro permettent d’étudier l’adipocyte en dehors de
l’influence des autres organes. Nous avons démontré qu’après différenciation in vitro,
ces cellules accumulent les 1G, expriment des gènes adipocytaires (ex LHS,
périlipine) et sécrètent le glycérol et les adipocytokines. Les fibroblastes déficients en
LHS se différencient normalement, leur lipolyse basale est maintenue, mais leur
réponse 33-adrénergique est atténuée d’environ 30 %.
La lipolyse des 3T3-f442A différenciées a été suivie sur une période de 24 heures.
La lipolyse basale constitue une fraction majeure de l’activité totale. La stimulation
f33-adrénergique déclenche une lipolyse intense, mais transitoire. L’effet de la
cytokine TNf-a est modeste, mais soutenu et potentiellement important sur le plan
physiologique. Dans une lignée où la IGH est supprimée par interférence à l’ARN,
l’activité lipolytique totale est moindre (- 30 à 40 %) que celle de la lignée témoin.
Les outils développés dans ce projet permettront d’explorer l’importance de la
lipolyse basale et le rôle de TGH et des autres composantes de l’appareil lipolytique
dans l’équilibre énergétique et l’obésité.
Mots clés: Adipocytes, lipolyse, lipase honnono-sensible, 1GW adipocytokines.
différenciation en culture, stimulation 33-adrénergique, TNF-Œ, interférence à l’ARN.
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ABsTRAcT
Adipocyte lipolysis is a major component of lipid metabolism, which in turn is
closely related to obesity, a major problem in our society. Lipolysis consists of the
release of glycerol and fatty acids from triglycerides (TG). Our laboratory studies the
lipolytic apparatus. particularly two lipases : hormone-sensitive lipase (HSL) and its
33-adrenergic stimulation and triglyceride hydrolase (10H).
In this project, we use 3T3-f442A preadipocytes and mouse embryonic fibroblasts.
In these models of in vitro ceil culture. we can study the adipocyte withouf the
influence of other organs. We showed that afier in vitro differentiation, these cells
accumulate TG, express adipocyte gene markers (ex: HSL. perilipin) and secrete
glycerol and adipocytokines. HSL-deficient embryonic fibroblasts differentiate
normally. Their basal lipolysis is maintained, but their 133-adrenergic response is
suppressed by about 30 %.
Lipolysis in differentiated 3T3-F442A bas been characterized over a 24-hour period.
Basal lipolysis contributes a major fraction of total lipolytic activity. 33-adrenergic
response was high but transient. TNF-Œ stimulation was modest, but persisted
tbroughout the 24-hour period and thus may be potentially important at the
physiological level. In a celi line in which TGH was suppressed by RNA interference,
total lipolytic activity was reduced by 30 to 40 % compared to the control.
This work provides tools which to study the importance of basal lipolysis and the
roles of TGH and other components of lipolysis, in energy balance and obesity.
Key words : Adipocyies, lipolysis, Hormone-Sensitive Lipase, TGH. adipocytokines.
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1.1 OBÉsITÉ ET MALADIES CARDIOVASCULAIRES
L’obésité présente aujourd’hui un des plus importants problèmes de santé publique
dans les pays occidentaux. Elle est souvent associée au diabète de type II ainsi qu’aux
maladies cardiovasculaires telles l’hypertension et l’athérosclérose (Kershaw and
Flier 2004). Chez l’enfant comme chez l’adulte, l’obésité est définie par l’excès de
masse grasse corporelle. C’est entre autre la conséquence dun défaut dans le
métabolisme des acides gras (Voet and Voet 1998). La génétique, l’activité physique
et l’alimentation sont parmi les facteurs importants qui entrent en jeux dans le
développement de cette maladie.
Le tissu adipeux constitue notre réserve d’énergie la plus importante. Elle est
dynamique et répond aux besoins de l’organisme afin de maintenir Féquilibre
énergétique. Les mécanismes régulant la libération du glycérol et des acides gras du
tissu adipeux (lipolyse) ne sont pas complètement connus. Le présent mémoire est
consacré à la compréhension de la fonction du tissu adipeux en dehors de son
interaction avec les autres organes de l’organisme. Il vise essentiellement l’étude de
la régulation adipocytaire intrinsèque responsable de la dégradation des réserves de
lipides à l’intérieur de Fadipocyte différencié en culture.
1.2 MÉTABoLIsME DES LIPIDES
Les lipides alimentaires ingérés, majoritairement des triglycérides (TG), sont
émulsifiés grâce aux acides biliaires synthétisés par le foie et sécrétés par la vésicule
biliaire dans l’intestin grêle. Les micelles ainsi formées traversent alors la barrière
intestinale pour être dégradées en 1,2-diacylglycérols et 2-acylglycérols par les
lipases pancréatiques (Voet and Voet 1998). Les acides gras se complexent avec la
protéine I-FABP (intestinal fatiy acid-binding protein) pour pouvoir être solubilisés
et transportés dans les entérocytes où ils sont ensuite reconstitués en triglycérides et
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compléxés sous forme de particules de chylomicrons au niveau de la membrane
basale. Ces derniers sont des complexes lipoprotéiques qui transportent les
triglycérides aux différents tissus via la voie sanguine (figure 1). Au niveau du foie,
dans les hépatocytes, les lipides sont soit oxydés, ce qui résulte en la production de
chaleur et d’ATP, ou estérifiés ce qui mène à la production de phospholipides,
d’esters de cholestérol et de triglycérides. Dans le foie, les triglycérides synthétisés
sont transportés sous forme de VLDLs (veiy Ïo11’ density lipoproteins) puis libérés






Figure 1 Rôle du tissu adipeux dans le métabolisme lipidique en relation



















L’énergie ingérée en surplus est entreposée principalement dans le tissu adipeux. Les
triglycérides transportés sous forme de chylomicrons (par absorption intestinale) ou
sous forme de lipoprotéines (par synthèse hépatique) sont hydrolysés en glycérol et
en acides gras libres par la lipoprotéine lipase (LPL). Dans le tissu adipeux, la LPL
produite par l’adipocyte est sécrétée vers les cellules endothéliales adjacentes. Les
acides gras libres ainsi libérés se rendent à l’intérieur de l’adipocyte selon le gradient
de concentration par des protéines de transport transmembranaires (Voet and Voet
199$).
Une fois à l’intérieur de l’adipocyte, les acides gras entrent dans un cycle de synthèse
(lipogenèse) et de dégradation des triglycérides (lipolyse) (figure 2). Les acides gras
sont peu solubles dans l’eau. La grande majorité de ses molécules se trouve liée à des
protéines. Dans la circulation, les acides gras sont liés à l’albumine. Dans la cellule,
ils sont liés à la protéine FABP (fatty Acid Binding Protein) correspondant à la
protéine aP2 dans l’adipocyte. Les acides gras libres sont estérifiés par la coenzyme
A par une réaction nécessitant une molécule d’ATP (figure 10). Les thioesters sont
transférés au glycérol en une série d’étapes pour former les triglycérides selon un
processus indépendant de F énergie. Pour cela, le glucose est la source principale du
glycérol.
Lorsque l’organisme est dans un état de besoin énergétique, comme le cas d’un jeûne,
le tissu adipeux hydrolyse ses réserves de triglycérides et fourni du glycérol et des
acides gras libres (AGLs) aux autres organes tels le foie, le muscle et les reins
(Carmen and Victor 2005). La lipolyse consiste en l’hydrolyse des triglycérides (TG),
en diglycérides (DG), en 2-monoglycérides (MG) puis en glycérol avec la libération
d’un acide gras (AGL) à chaque étape (figure 2). Les acides gras issus de l’hydrolyse
des triglycérides peuvent être réestérifiés, dégradés par bêta oxydation ou relâchés
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Figure 2 La lipolyse et la lipogenèse à l’intérieur de l’adipocyte. À noter
qu’il y a possibilité de plusieurs cycles à l’intérieur de ce schéma. Par
exemple, l’hydrolyse des 1G en DG peut être suivie de la synthèse des
TG à partir des DG. La réutilisation du glycérol est une voie mineure à
l’intérieur de l’adipocyte. L’enzyme pouvant médier cette réaction est
produite en faible quantité dans l’adipocyte. La production de glycérol
représente la dégradation complète des TG et sert de mesure de la




Le cycle des acides gras impliquant la synthèse et la dégradation peut être considéré
comme futile, car il comporte un gaspillage d’énergie. L’avantage présumé de cette
voie est de pouvoir maintenir une concentration optimale d’acides gras et
d’intermédiaires de synthèse et de dégradation à d’autres fonctions cellulaires.
La masse adipeuse est ainsi maintenue selon un équilibre entre la production d’AGLs
et leur réestérification. Des phénomènes pathologiques peuvent cependant survenir.
Par exemple, une baisse de l’activité lipolytique peut conduire à une accumulation
excessive de lipides dans le tissu adipeux qui peut entraîner une hausse de la
concentration d’AGLs sanguins et inhiber l’utilisation du glucose musculaire (Blaak
2003).
1.3 PHYsIoLoGIE DU TISSU ADIPEUX
Le tissu adipeux existe sous deux formes: le tissu adipeux blanc (TABY) et le tissu
adipeux brun (TABr). Leur distribution dans l’organisme diffère selon les espèces
ainsi que leur stade de développement (Tiraby and Langin 2003). La principale
fonction du TABr est la production dénergie qui est dégagée sous forme de chaleur
en réponse à des situations telle l’exposition au froid (Himms-Hagen 1990). Notons
que ce type de graisse est particulièrement présent chez les petits mammifères et chez
les nouveau-nés humains chez lesquels il leur assure le maintient de la température
corporelle. Les coupes histologiques montrent que les adipocytes du TABr se
distinguent de ceux du TAB1 par des inclusions lipidiques multiloculaires. De plus. le
TABr est innervé et vascularisé. La thennogenèse adaptative est en effet commandée
par le système nerveux central et les fibres sympathiques innervées du tissu adipeux
brun (Albright and Stem 2006). La noradrénaline libérée par ces fibres se lie aux
récepteurs 3-adrénergiques, présents sur la surface des adipocytes bruns, et stimule la
lipolyse et l’oxydation des acides gras dans les mitochondries (Ricquier and
Bouillaud 2000). fait à noter, ces dernières sont abondantes dans les adipocytes bruns
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et sont riches en protéine UCPY (Uncoziplingprotein 1). UCP1 joue le rôle d’élément
découplant de la chaîne de respiration mitochondriale en permettant la dissipation du
gradient de protons qui en est généré. En effet, le découplage entre la consommation
d’oxygène et la synthèse d’ATP permet la libération de l’énergie sous forme de
chaleur, soit la thermogenèse (Tiraby and Langin 2003).
Chez l’humain, le TABr diminue avec l’âge tandis que le TAB1 augmente. Ce dernier
est responsable de l’entreposage de l’énergie sous forme de triglycérides (TG)
lorsqu’elle se trouve en excès et de l’hydrolyse des TG lorsque l’organisme en a
besoin. Bien que le TAB1 et le TABr aient en commun le maintien de la balance
énergétique, ils réagissent différemment aux stimuli. À titre d’exemple, une diète
enrichie en lipides a pour effet d’activer la thermogenèse dans le tissu adipeux brun
des rats tandis que ce même traitement induit une élévation de la masse adipeuse
blanche (Rothwell and Stock 1979). De plus, les souris déficientes en UCP1
démontrent une intolérance au froid, mais sont résistantes à l’obésité (Liu 2003).
1.4 MoDÈLEs D’ÉTUDE DU TISSU ADIPEUX
Le tissu adipeux, ayant une implication centrale dans le développement de l’obésité et
des autres maladies qui lui sont associées telles le diabète de type II et les maladies
cardiovasculaires, il a incité beaucoup de recherche visant la compréhension des
mécanismes régulateurs de l’homéostasie énergétique. Plusieurs études faites sur des
modèles animaux (souris, rats, cochons, etc.) ont permis de documenter la littérature
sur le développement et la physiopathologie du tissu adipeux en rapport avec ces
maladies (Valet. Tavernier et al. 2002). La génération d’animaux transgéniques a
également beaucoup contribué à l’avancement des connaissances. En effet, cette
approche permet d’analyser spécifiquement les gènes reliés à la maladie étudiée. Par
ailleurs, les modèles in vitro permettent de cerner et d’étudier les événements
intrinsèques des adipocytes. Les adipocytes matures peuvent être isolés à partir du
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tissu adipeux blanc des souris adultes, être exposés à différentes conditions
expérimentales et ainsi pour étudier leur réponse indépendamment des interférences
externes (ex: autres organes. environnement externe. etc.). D’autres études se sont
servies du modèle de culture primaire de préadipocytes isolés de diverses espèces
incluant la souris et l’humain et leur différenciation en adipocytes et ont ainsi permis
l’étude de leur réponse adipocytaire dans un contexte isolé des interférences externes
(Gregoire, Smas et al. 199$).
Au laboratoire d’accueil, le modèle animal, l’adipocyte isolé et les essais in vitro sont
étudiés de façon routinière. Le projet de maîtrise présenté ici, apporte un outil d’étude
complémentaire : l’adipocyte différencié en culture.
Les préadipocytes soumis à un cocktail de facteurs approprié qui induit l’adipogenèse
et l’acquisition des propriétés morphologiques et moléculaires des adipocytes
matures. Ce mélange est habituellement composé du 3-isobutyl-i -rnethylxanthine
(IBMX), un inhibiteur de la phosphodiesterase; du dexamethasone (DEX), un
glucocorticoïde synthétique, et de l’insuline (Alexander, Ganem et al. 199$). Les
fibroblastes préparés à partir d’embryons de souris de 13,5 à 19 jours de gestation
répondent également à ce cocktail inducteur et se différencient en adipocytes matures
(Harvey, Sands et al. 1993). D’autre part, il existe des lignées préadipocytaires
immortalisées prédisposées à cette transformation et qui se différencient donc plus
aisément et plus rapidement. Les lignées les plus fréquemment utilisées sont les
préadipocytes 313-Li et 3T3-f442A. H s’agit de clones isolés à partir de cellules
issues d’embryons de souris Swiss, prélevés après 17 à 19 jours de gestation (Green
and Kehinde 1975). La lignée 313-C2 provient de la même origine, mais ne se
différencie pas naturellement en adipocytes et elle est donc utilisée comme contrôle
dans le but d’étudier les marqueurs et régulateurs de la différenciation adipocytaire
(Knutson 1992). Il existe également d’autres lignées préadipocytaires pouvant être
différenciées sous des conditions hormonales appropriées telles les CH3 1011/2
(embryons de souris) (Konieczny and Emerson 1984), les 0b17 (tissu adipeux
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épididymal de souris ob/ob adulte) (Gharbi-Chichi, Grimaldi et al. 1981) et les
cellules ES (Dani, Smith et al. 1997).
1.5 RÉGuLATIoN TRANSCRIPTIONNELLE DE L’ ADIPOGENÈSE
Les événements moléculaires responsables du processus de détermination des cellules
pluripotentes en cellules préadipocytaires restent encore à élucider (Gregoire, Smas et
al. 1998; Rangwala and Lazar 2000). En réponse au cocktail hormonal inducteur de la
différenciation composé du DEX, IBMX et INS, les cellules échappent au cycle
cellulaire après s’être divisées au moins une fois pour entrer en adipogenèse (figure
3) (Tang et al. 2003). La différenciation adipocytaire est un processus séquentiel au
cours duquel les cellules expriment des transcrits et des protéines spécifiques pour
chacune des étapes de différenciation, tel que schématisées sur la figure 4. Durant
cette conversion, les cellules acquièrent les propriétés phénotypiques et moléculaires
caractéristiques des adipocytes matures (Gregoire 2001).
L’arrêt de croissance a lieu lorsque les cellules sont confluentes (figure 3). Les
cellules restent alors en phase G0/G1 du cycle cellulaire et le programme








Figure 3 Évolution de la transcription des gènes adipocytaires suite à
l’induction de la différenciation des cellules par l’ajout du IBMX,






















Figure 4 Différenciation adipocytaire. Les transcrits adipocytaires sont induits
en réponse à l’induction de la différenciation.
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clonale durant laquelle les cellules passent en phase S du cycle cellulaire et où elles
subissent un ou deux tours de mitose. Cette étape est caractérisée par l’expression des
facteurs de transcription C/EBP3 et CIEBP& La phase terminale, quant à elle, se
caractérise par l’expression des facteurs PPARy et C/EBPŒ, entre autres. Les cellules
acquièrent alors les propriétés phénotypiques et moléculaires des adipocytes matures
(Gregoire, Smas et al. 1998) (Rangwala and Lazar 2000).
1.10.1 PPAR T(Peroxisolite Pro!ferator-Activated Receptor y)
Le facteur de transcription PPARy a été identifié par Tontonoz et al. suite à l’analyse
du complexe ARF6 (adipocyle regulatory faclor 6) qui lie le promoteur
spécifiquement adipocytaire, aP2 (adipocyte promoter 2) (Tontonoz, Graves et al.
1994). PPAR-y fait partie de la famille des récepteurs nucléaires de type II qui
comprennent également PPARŒ et PPAR3/ qui s’hétérodimérisent avec les
récepteurs RXRs. Deux isoformes ont fait l’objet de nombreuses études : PPARy1 et
PPARy2. Ce dernier est spécifique au tissu adipeux où son expression est
prédominante. Une nouvelle forme, PPARy3, a été récemment identifiée et qui
semble également être impliquée dans le développement du tissu adipeux. Il s’agit
d’une séquence protéique identique à celle de PPAR71 (même gène), mais issue d’un
promoteur différent (Fajas, Fruchart et al. 1998). De nombreuses études ont montré
que te facteur de transcription PPAR7 est l’un des éléments déterminants dans le
déclenchement du processus d’adipogenèse. Non seulement son niveau d’expression
est-il élevé dans les adipocytes, mais PPARy est en soi suffisant pour induire l’arrêt
de la croissance cellulaire et l’entrée en adipogenèse (Gregoire. Smas et al. 1998). En
effet, l’adipogenèse peut être enclenchée dans les cellules fibroblastes et cellules
musculaires par expression ectopique de PPARy, ce qui suggère son rôle critique dans
le développement du tissu adipeux (Gregoire, Smas et al. 199$).
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Différents ligands naturels ou synthétiques ont été identifiés pour PPARy. Il s’agit de
molécules lipophiles telles les acides gras libres et dérivés comme la prostaglandine
15deoxy-A”4 PGJ2 (Forman, Tontonoz et al. 1995; Brun, Kim et al. 1996; Bmn,
Tontonoz et al. 1996). Les ligands des récepteurs RXRŒ, tels le LG100268, ont
également un effet inducteur de la différenciation adipocytaire dans les cellules 3T3-
Li et montrent un effet synergique avec les ligands de PPARy ($chulman, Shao et al.
1998). Par ailleurs, les agents antidiabétiques thiazolidinediones (TZD5) sont des
ligands connus pour induire une haute réponse de l’activité de PPARy (Henry 1997).
Le troglitazone (Resulin®), le rosiglitazone (Avandia®) et le pioglitazone (Actos®) en
sont des exemples. Ces composés peuvent améliorer la résistance à l’insuline chez
les patients atteints de diabète de type II. Leur pouvoir activateur du facteur de
transcription PPARy corrèle avec leur capacité à induire la différenciation
adipocytaire (Gregoire, Smas et al. 199$). D’ailleurs, le rosiglitazone est utilisé dans
quelques publications pour différencier les cellules fibroblastes en adipocytes
(Gregoire, Smas et al. 199$). Ceci met en évidence l’étroite relation entre les facteurs
de différenciation adipocytaire et la résistance à l’insuline (Picard and Auwerx 2002).
Le rôle des autres isofonnes des récepteurs PPAR dans l’adipogenèse n’est pas
encore bien documenté. Toutefois, il est connu que PPARŒ, bien que très peu
exprimé dans l’adipocyte, est capable d’induire la différenciation adipocytaire en
présence de forts activateurs de sa transcription (Brun, Tontonoz et al. 1996). PPARŒ
est plutôt prédominant dans le foie où il stimule le catabolisme des acides gras
(Desvergne and Wahli 1999). PPAR, quant à lui, est fortement exprimé durant les
stades précoces de la différenciation adipocytaire. Des études ont montré qu’en
présence de ses ligands spécifiques, PPAR n’est pas adipogénique. Par ailleurs,
lorsque PPAR est exprimé de façon ectopique dans les cellules 3T3-C2 et mis en
présence de ligands de PPARy, il y a accumulation de lipides dans ces cellules
(Bastie, Holst et al. 1999).
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PPARy est régulé post-transcriptionellernent par la MAPK (mitogen-activatedprotein
kinase) (Adams, Reginato et al. 1997). L’activation de la MAPK par EGF entraîne la
phosphorylation de PPARy, ce qui empêche la différenciation adipocytaire (Adams,
Reginato et al. 1997; Camp and Taftiri 1997).
Divers facteurs protéiques ont été identifiés comme étant des co-activateurs des
récepteurs PPARy. SRC- 1 /NcoA- 1 /ERAP 160, GRIP- 1 /TIf-2/SRC-2,
pCIP/ACTR/RAC-3/AIB- 1 /TRAM- I /SRC-3, CBP/p3 00 et les PPAR-binding
prote ins en sont des exemples. Ces molécules lient le récepteur PPARy pour induire
son activation et enclencher le processus de transcription des gènes adipocytaires
(Schulman, Shao et al. 1998).
PGC-1 (PFAR gamma coactivator 1) est un autre coactivateur du récepteur PPARy. Il
fait l’objet d’un intérêt particulier étant donné son implication dans la régulation de la
thermogenèse. En effet, PGC-1 est prédominant dans le tissu adipeux brun où son
expression est induite en réponse à une baisse de la température corporelle (Wu,
Puigserver et al. 1999). Le rôle de PGC-1 dans le métabolisme énergétique fait
également l’objet des études sur le tissu adipeux blanc. PGC-la induit l’activation du
promoteur UCPY (uncoupÏing protein I) par PPAR7. Dans les adipocytes provenant
du tissu adipeux blanc subcutané, la surexpression de PGC-1Œ humain augmente
l’expression de UCP1, des protéines de la chaîne de respiration ainsi que celle des
enzymes de l’oxydation des acides gras (Tiraby, Tavernier et al. 2003). Ces donnés
montrent la capacité de PGC-1 à pouvoir diriger la transcription vers des mécanismes
de dissipation de l’énergie.
L’ablation de PPAR7 chez les souris est létale dû à un défaut du placenta (Barak,
Nelson et al. 1999). Les souris transgéniques PPAWy-/- ayant un placenta de type
sauvage survivent, mais elles sont dépourvues de tissu adipeux blanc, ce qui
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démontre [‘importance du facteur de transcription PPARy dans le développement du
TAB1 (Barak. Nelson et al. 1999).
1.10.1 C/EBP (CCAA T/Enhancer-Bbiding Protein)
C/EBP est un facteur de transcription à domaine bZIP (basic Ïeucine zipper)7, induit
par le cocktail de différenciation (IBMX, DEX, INS). Parmi les six membres
identifiés de la famille de C/EBP, le tissu adipeux exprime C/EBPa, C/EBPf3,
C/EBP et C/EBPÇ. Ces isoformes sont exprimés à différentes étapes de
l’adipogenèse. Par exemple, C/EBPF3 et C/EBP sont exprimés durant la phase
précoce en réponse aux stimulants hormonaux. C!EBPŒ est exprimé vers la fin de la
différenciation adipocytaire suite à l’expression de divers gènes marqueurs tels
GLUT-4, PEPCK (Phospho-enoÏ-pyruvate carboxykinase) et UCP (Darlington. Ross
et al. 1998) Ce délai d’expression est entre autres dû à la présence de facteurs
répresseurs tels AP-2Œ comme démontré dans les préadipocytes 3T3-L1 (Jiang, Tang
et al. 199$). La surexpression de l’isoforme C/EBPI3 dans les préadipocytes 3T3-L1
entraîne ces cellules en adipogenèse, et ce, même en absence du mélange
d’induction (Yeh, Cao et al. 1995). C/EBP, quant à lui. s’hétérodimérise avec les
autres formes de C/EBP et joue le rôle d’inhibiteur dominant négatif durant
l’adipogenèse (Rangwala and Lazar 2000). Les isoformes C/EBPs sont régulés par
phosphorytation. Par exemple, C/EBPŒ est phosphorylé par la protéine GSK-3
(glycogen synthase kinase 3), ce qui bloque l’adipogenêse. L’insuline inhibe l’activité
de la GSK-3 ce induit la déphosphorylation de C/EBPŒ (Ross, Erickson et al. 1999).
Les souris C/EBP-/- meurent dhypog1ycémie 8 heures après leur naissance (Wang et
al. 1995). Les hépatocytes ainsi que les adipocytes de ces souris C/EBP-/
n’accumulent pas les lipides. Ces observations supportent le rôle important du facteur
C/EBP dans la maintenance de l’homéostasie énergétique chez les nouveau-nés.
32
1.10.2 ADD1/SREBP
ADD1 (Adipose Differentiation et Determination factor) dont l’homologue est
SREBP (Sterol ReguÏatoiy Binding Protein) chez l’humain est un facteur de
transcription à domaine de type bHLH (basic helix-loop-heÏix) zipper de leucine. Il en
existe deux formes : SREBP-la et SREBP-lc (Rangwala and Lazar 2000). Ce facteur
de transcription est connu comme étant régulateur de l’expression d’enzymes
impliquées dans le métabolisme du cholestérol et des acides gras (Brown and
Goldstein 1997). En absence de cholestérol, ADD1 est protéolysé et relâché dans le
cytosol pour entrer dans le noyau et induire la transcription de gènes spécifiques
(Wang, Sato et al. 1994).
Les études portant sur le facteur ADD1/SREBP-lc suggèrent que ce facteur régulerait
le métabolisme énergétique en régulant l’action de Finsuline sur l’expression des
gènes adipocytaires. ADD1/SREBP-lc influencerait l’action de l’insuline par
l’intermédiaire de PPARg. L’insuline, à son tour, agirait via ces récepteurs pour
induire la transcription du facteur ADD1/SREBP-lc (flier et al. 1999).
1.6 LE TISSU ADIPEUX EN TANT QU’ORGANE ENDOCRINE
La dynamique du tissu adipeux est régulée par des stimuli hormonaux, neuronaux et
nutritionnels qui permettent le maintien de la balance énergétique (Ritchie, Ewart et
al. 2004). Par ces signaux, les adipocytes répondent en hydrolysant les réserves de
triglycérides (lipolyse) lorsquil y a besoin énergétique et en les stockant lorsque
l’énergie se trouve en excès. Par ailleurs, le tissu adipeux est lui-même un organe
producteur de signaux hormonaux (Gregoire, Smas et al. 199$). Plusieurs études ont
démontré que les cellules adipocytaires matures sécrètent des facteurs hormonaux
(adipocytokines ou adipokines) qui sont impliqués non seulement dans la régulation
du poids corporel, mais également dans l’inflammation et la réponse immunitaire
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ainsi que les maladies cardiovasculaires (Gregoire, Smas et al. 1998; Lau, Dhillon et
al. 2005). Ces adipocytokines jouent un rôle déterminant dans l’homéostasie
énergétique de l’organisme et sont par conséquent impliquées dans les maladies
métaboliques, telles l’obésité et la résistance à l’insuline. Il y a de plus en plus
d’évidences que les adipocytokines sont un lien majeur entre l’obésité et ces autres
maladies.
1.6.1 Leptine
La leptine est une cytokine qui a été identifiée pour la première fois par clonage
positionnel comme issue du gène Ob (obese), impliqué dans la régulation de la
balance énergétique (Zhang, Proenca et al. 1994). La leptine est produite et sécrétée
par les adipocytes pour être acheminée vers les récepteurs membranaires de cellules
cibles via la voie sanguine. Les récepteurs de la leptine sont majoritairement présents
au niveau de l’hypothalamus. Le rôle physiologique de la leptine principal est
d’informer le cerveau de l’état des réserves énergétiques (Baudin 2000). Cette
adipocytokine permettrait ainsi au métabolisme d’être couplé au comportement
nutritionnel (Ahima and flier 2000). Six formes du récepteur de la leptine ont été
identifiées dont le mieux caractérisé est Ob/Rb (Zabeau, Lavens et al. 2003). Des
études effectuées chez les rongeurs comme chez l’humain ont démontré que des
mutations génétiques ou des défauts au niveau du gène Ob de la leptine induisent
l’hyperphagie et l’obésité (Montague, Farooqi et al. 1997; Strobel, Issad et al. 1998).
De plus, le traitement avec la leptine recombinante atténue l’hyperphagie et induit la
perte de poids chez les sujets ayant une déficience génétique en cette hormone
(farooqi, Matarese et al. 2002). L’expression de la leptine est proportionnelle à la
masse adipeuse. Cependant, bien que les niveaux de leptine soient élevés chez les
individus obèses, l’effet de cette hormone de satiété n’est pas ou est très peu observé.
Dans ces cas (obésité exogène), il existe plutôt un phénomène de « résistance à la
leptine » (Bjorbaek, El-Hashimi et al. 1999).
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1.6.2 Adiponectine
L’adiponectine, aussi appelée AdipoQ ou Acrp3O, est également une hormone
produite et sécrétée par les adipocytes. Contrairement à la leptine, les niveaux
d’expression de l’adiponectine sont inversement proportionnels à la masse adipeuse
(Arita, Kihara et al. 1999). Le rôle bénéfique de l’adiponectine dans le problème de
résistance à l’insuline a été mis en évidence par plusieurs études. Chez les rongeurs,
l’injection de l’adiponectine stimule l’oxydation des acides gras non estérifiés, ce qui
a pour effet une diminution des niveaux de glucose dans le sang (Hoffstedt,
Arvidsson et al. 2004). À plus long terme, l’administration de l’adiponectine diminue
les réserves de triglycérides dans le foie et le muscle (Hoffstedt, Arvidsson et al.
2004). Deux récepteurs ont été identifiés pour l’adiponectine, soit le récepteur
AdipoRi qui est prédominant dans le muscle squelettique, et AdipoR2, exprimé
majoritairement dans le foie (Yamauchi, Kamon et al. 2003).
1.6.3 TNf-a
TNF-Œ est une cytokine pro-inflammatoire. Son taux de sécrétion est élevé dans le
tissu adipeux et corrèle avec l’indice de masse corporelle et la résistance à l’insuline
(Lau, Dhillon et al. 2005). TNF-Œ est impliqué dans la croissance, la différenciation
et la fonction d’une large variété de types cellulaires et agit par affinité aux récepteurs
membranaires TNFRY et TNfR2 (Sethi and Hotamisligil 1999). Des études ont
rapporté l’implication de ces récepteurs dans l’activation de plusieurs protéines
kinases et phosphoprotéines phosphatases (Rydén, Dicker et al. 2002). Les
mécanismes par lesquels le TNF-u augmente la résistance à l’insuline sont encore
très peu caractérisés. Des études ont rapporté l’induction de la relâche des acides gras
libres par le TNF-cx dans les adipocytes (Green, Dobias et al. 1994). Il agirait
également par la réduction de la synthèse de l’adiponectine, ainsi que par la
suppression des signaux de l’insuline (Pittas, Joseph et al. 2004).
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1.6.4 IL-6
L’interleukine 6 est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par divers types
cellulaires dont les cellules du système immunitaire, les fibroblastes, les cellules
endothéliales ainsi que le muscle squelettique (Pittas, Joseph et al. 2004). Dans le
tissu adipeux humain, 90 % de l’expression de l’IL-6 provient du stroma (Fried et al.
199$). Les niveaux plasmatiques de l’IL-6 corrèlent avec l’obésité et la résistance à
l’insuline (Vozarova, Weyer et al. 2001). Chez l’humain, l’administration de l’IL-6
résulte en l’augmentation dose-dépendante du glucose sanguin (Isigos, Papanicolaou
et al. 1997). De plus, les études génétiques ont révélé une forte corrélation entre la
résistance à l’insuline et le polymorphisme du gène IL-6 (Vozarova, M. et al. 2003).
Des études ont rapporté que, tout comme le TNF-Œ, l’IL-6 induit la relâche d’acides
gras libres par le tissu adipeux et réduit la synthèse de l’adiponectine (Pittas, Joseph
et al. 2004). Par ailleurs, les souris déficientes en IL-6 ne sont protégées ni du
développement de l’obésité ni de la résistance à l’insuline (Wallenius, Wallenius et
al. 2002).
1.6.5 Visfatine
La visfatine a été identifiée par analyse différentielle de l’expression génique comme
étant abondante dans le tissu adipeux humain viscéral et subcutané (fukuhara,
Matsuda et al. 2005). Elle est identique à PBEF (3 celÏ colony-enhancing factor),
sécrétée par les cellules immunitaires B, (Samal, Sun et al. 1994). La visfatine
diminue le niveau sanguin du glucose chez les souris. Elle stimule l’accumulation des
triglycérides ainsi que la différenciation adipocytaire. De plus, les études ont révélé
que la visfatine lie le récepteur de l’insuline et active ses second messagers, selon
toutefois un mécanisme différent de l’insuline (Fukuhara, Matsuda et al. 2005).
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Les niveaux plasmatiques de la visfatine augmentent suite à une diète riche en gras
(Sethi et al. 2005). Ceci suggère un rôle important de la visfatine dans la résistance à
l’insuline induite par la diète ou l’obésité.
1.6.6 RBP4 (Retinol-binding protein 4)
La protéine RPB4 est sécrétée par l’adipocyte et semble pouvoir réguler les
mécanismes d’action de l’insuline dans le développement du diabète de type II. La
résistance à l’insuline dans le tissu adipeux est associée à une baisse des niveaux de
Glut4 (Glucose transporter 1). Ceci résulte en une surproduction de la protéine RBP4
qui conduit à une élévation de l’enzyme PEPCK (phosphoénolpyruvate
carboxykinase) et de la gluconéogenèse dans le foie ainsi qu’une surproduction du
glucose (Polonsky 2006). Graham et al. ont rapporté une corrélation entre les niveaux
de RBP4 dans le sérum avec le degré de résistance à l’insuline chez les individus
obèses et diabétiques de type II. Ces auteurs ont également observé cette corrélation
chez les personnes non-obèses et non-diabétiques avec une forte histoire familiale de
diabète de type II. Les hauts niveaux de RBP4 sanguins sont également associés avec
un haut indice de masse corporelle, des hauts niveaux de TG et une baisse des
niveaux de HDL (high density lioprotein) (Graham, Yang et al. 2006). Yang et al.
ont rapporté que les niveaux d’expression de RBP4 peuvent être normalisés à l’aide
du rosiglitazone (Yang et al. 2005). La surexpression de la RBP4 humaine ou
l’injection de la protéine recombinante chez les souris normales cause la résistance à
l’insuline. Par ailleurs, la délétion de la protéine RBP4 améliore la sensibilité à
l’insuline. Malgré que ces données démontrent l’implication de RBP4 dans le
développement du diabète de type II. les mécanismes par lesquels cette protéine agit
restent à déterminer.
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1.7 L’ACTIVITÉ LIPOLYTIQUE ADIPOCYTAIRE
Les triglycérides (1G) sont entreposés dans des gouttelettes lipidiques à l’intérieur
des adipocytes. Dans les modèles in vitro, comme les 3T3-L1 et 3T3f442A, on
retrouve plusieurs gouttelettes de taille plus ou moins hétérogène. Les cellules du
tissu adipeux blanc des mammifères renferment plutôt une large et unique vacuole
pouvant atteindre jusqu’à 95 % du volume adipocytaire (Carmen and Victor 2005).
Lorsque l’organisme est en besoin énergétique, comme le cas d’un jeûne par
exemple, le tissu adipeux hydrolyse ces réserves de triglycérides et fourni du glycérol
et des acides gras libres (AGL5) aux autres organes tels le foie, le muscle et les reins
(Carmen and Victor 2005). Pour cela, une série de gènes sont impliqués dans ce
processus (tableau 1).
La lipase hormono-sensible (LHS) était auparavant la seule lipase connue qui soit
capable d’hydrolyser les triglycérides en diglycérides dans le tissu adipeux. Au
laboratoire d’accueil, Dr. Shu Pei Wang a généré des souris invalidées pour le gène
de la LHS (souris LHS-/-) (Wang, Laurin et al. 2001). Contrairement aux attentes, ces
souris ont un poids corporel normal et même une baisse de la masse adipeuse. Chez
ces souris, nous avons détecté un niveau basal lipolytique qui s’est maintenu malgré
l’absence de la LHS. Ces observations ont permis de constater l’existence d’une ou
de plusieurs lipases non-LHS qui soient capables d’hydrolyser les triglycérides en
diglycérides. Au laboratoire, Dr. K. Soni a identifié la lipase TGH (carboxylesterase
3) (Soni, Lelmer et al. 2004). Plus tard, Zimmermaim et al. ont identifié une autre
lipase candidate, l’ATGL (adipose trigÏyceride Ïiase) (Zimmermann, Strauss et al.
2004).
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Position dans Position dans
Classification




LHS EC 3.1.1.79 19q13.2 7qA3
TGH EC 3.1.1.1 16q12.2 $qC5
ATGL EC3.1.1.3 llpl5.5 7qf5
MGL EC 3.1.1.23 3q21.3 6qDl
Protéines de la gouttelette
Périlipine - 15q26.1 7qD2
Adipophiline (ADRP) - 9q22.1 7qC4
Ap2/FABP - 8q21.13 3qAl
Lipogenèse
PEPCK EC4.1.1.32 14q12 14qC2
DGAT1 EC 2.3.1.20 2q24.3 15qD3
Signalisation
Récepteur 33-adrénergique - $pl2 $qA2
PKA EC2.7.1.37 l9pl3.l2 $qC3
AMPK EC 2.7.1.37 1q32.2 4qC6
Tableau I Principaux gènes impliqués dans la lipolyse adipocytaire.
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1.8 LA LIPASE HORMONO-SESIBLE (LIIS):
1.2.1 Propriétés structurales et enzymatiques
La lipase hormono-sensible (LHS, EC 3.1.1.3) est exprimée dans plusieurs types de
tissus où elle possède une large spécificité de substrat et joue divers rôles dans le
métabolisme lipidique. En plus des acylglycérides TG, DG et MG, la LHS hydrolyse
les esters de cholestérol, les esters d’acide rétinoïque, les esters d’homones
stéroïdiennes et les esters p-nitrophenyliques. Toutefois, l’enzyme est dépourvue
d’activité de phospholipase (Holm, Osterlund et al. 2000). L’affinité de la LHS pour
les DG est plus élevée que pour les TG et MG de 10 à 12 fois et de 5 à 10 fois,
respectivement (Fredrikson and Belfrage 1983).
Le gène humain de la lipase hormono-sensible est situé sur le chromosome 19q13.2
tandis que celui de la souris est sur le chromosome 7 (tableau 2). Jusqu’à présent,
trois isoformes ont été identifiés pour la LHS. Leur poids moléculaire s’étale de 84 à
130 kDa. Ils sont issus du même gène, mais transcrits à partir de différents
promoteurs. Deux promoteurs ont été identifiés et caractérisés: le promoteur en
amont de l’exon B et celui en amont de l’exon T. Le premier semble être fonctionnel
dans le tissu adipeux ainsi que dans les autres tissus, tandis que celui en amont de
l’exon T est spécifique aux testicules (Holm 2003).
La séquence de la LHS est constituée de 9 exons (figure 5). Les études effectuées sur
l’isoforme adipocytaire ont permis de constater que la LHS est constituée de deux
domaines structuraux majeurs. L’un des deux est un domaine N-terminal, variable
entre les isoformes. qui serait impliqué dans les interactions protéine-protéine et
protéine-lipides. Ce domaine LHS serait responsable de l’interaction de cette lipase
avec les protéines transportatrices d’AGLs intracellulaires, FABPs (fany acid-binding
proteins) (Jenkins-Kruchten, Bennaars-Eiden et al. 2003).
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La structure C-terminale catalytique constitue l’autre domaine structural majeur de la
LHS. Chez la souris, cette séquence C-terminale contient la triade catalytique qui
consiste en trois résidus impliqués dans l’activité catalytique de l’enzyme : Ser423,
Asp694 et His724. De plus, elle renferme une structure régulatrice contenant les sites
de phosphorylation Ser557, Ser559, Ser650 et Ser651 (fredrikson and Belfrage 1983;
Holm 2003; Yeaman 2004).
1.8.2 Profil d’expression et rôles tissttlaires de la LHS:
La lipase hormono-sensible est exprimée dans le tissu adipeux, les tissus
stéroïdogéniques, les glandes mammaires, le muscle, les macrophages et le pancréas
(HoIm, Osterlund et al. 2000).
La LHS dans le tissu adipeux:
La lipase hormono-sensible est principalement connue dans le tissu adipeux blanc
pour sa capacité à hydrolyser les lipides entreposés (Osterlund 2001). Au laboratoire,
Wang S. et al. ont généré des souris constitutivement déficientes en cette lipase
(Wang, Laurin et al. 2001). Ces souris LHS -I-, chez lesquelles aucun peptide LHS ni
activité cholesteryl estérase ne sont détectables dans leur tissu adipeux blanc, ont un
poids corporel normal, mais une masse de gras abdominal réduite par rapport aux
souris contrôles, LHS+/+. Dans le tissu adipeux blanc comme dans le brun des souris
LHS-/-. les analyses histologiques ont révélé une hétérogénéité dans la taille
cellulaire où des cellules de tailles normales étaient juxtaposées à des adipocytes plus
larges. Les mesures de lipolyse dans les adipocytes isolés à partir des souris LHS-/
ont montré une atténuation de la réponse 33-adrénergique. Ceci met en évidence
l’implication des signaux 33-adrénergiques dans la cascade d’activation de la lipase
horrnono-sensible. Par ailleurs, un niveau basal d’activité lipolytique est tout de












































































































































































































Ceci démontre l’existence d’une ou de plusieurs autres lipases dans le tissu adipeux
blanc qui soient capables d’hydrolyser les lipides selon un mécanisme indépendant
des récepteurs f33-adrénergiques. Les adipocytes déficients en LHS ont également
démontré une accumulation des diglycérides (DG) mettant ainsi en évidence une plus
haute affinité de la LHS pour les DG (Wang, Laurin et al. 2001). Les études qui ont
suivies au laboratoire, ont démontré que l’expression de la forme humaine de la LH$
chez ces souris LHS-/- corrigeait leur tissu adipeux blanc morphologiquement,
biochimiquement et physiologiquement (Fortier, Soni et al. 2005).
Dans le tissu adipeux brun, les acides gras libres issus de l’hydrolyse des TG par la
LHS sont à la fois utilisés comme substrats et activateurs physiologiques des
protéines de découplage lors de la thermogenèse sans frisson. L’activité enzymatique
de la LHS étant maintenue même à basses températures, son rôle serait critique dans
le métabolisme énergétique des animaux en hibernation (Langin, Laurell et al. 1993).
Le tissu adipeux brun des souris invalidées pour le gène de la LHS est hypertrophié,
mais les souris sont tolérantes au froid (Wang, Laurin et al. 2001).
La LHS dans les glandes surrénales:
Dans les glandes surrénales, la lipase hormono-sensible joue un rôle dans la
stéroïdogenèse. Elle fournirait le cholestérol libre pour la synthèse d’hormones
stéroïdiennes (Holm, Kirchgessner et al. 1988). De plus, ces dernières étant
entreposées dans les cellules sous forme d’esters d’acides gras, la LHS serait
l’enzyme estérase impliquée dans l’hydrolyse de ces esters (Holm, Osterlund et al.
2000). Dans les glandes surrénales, la LHS comble la fonction cholestérol-estérase
pour fournir du cholestérol libre essentiel à la stéroïdogenêse (Cook, Yeaman et al.
1982). L’invalidation des souris en LHS, entraîne une accumulation de gouttelettes
lipidiques dans ces glandes. Ceci donne lieu a une moindre sécrétion de
corticostérone en réponse à une stimulation aigu à l’ACTH (Li, Brochu et al. 2002).
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La présence de cette réponse en dépit de l’absence de la LHS démontre toutefois
l’existence de voies alternatives qui seraient LHS-indépendantes.
La LHS dans les testicules:
Dans la spermatogenèse, la LH$ joue un rôle critique étant donné que l’invalidation
des souris en LHS cause la stérilité chez ces animaux mâles (Osuga, Ishibashi et al.
2000; Wang, Chung et al. 2004). Au laboratoire, Wang et al. ont généré des souris
transgéniques exprimant l’isoforme testiculaier du cDNA de la LHS spécifiquement
dans les cellules germinales post-mitotiques. Ceci a permis le rétablissement de la
fertilité chez les souris ce qui démontre l’importance de cette lipase dans ces cellules
(Wang, Chung et al. 2004).
La LHS dans le pancréas:
La LRS est exprimée dans les cellules bêta pancréatiques. Sous des conditions
normales, les souris LHS-/- ont des taux de glucose et d’insuline normaux. Par
ailleurs, en réponse à un jeûne de 12 h, les niveaux d’acides gras libres sanguins sont
réduits d’environ 30 % chez ces souris par rapport aux souris témoins, LHS+/+
(Roduit, Masiello et al. 2001). Ceci supporte l’idée que la LHS soit impliquée dans la
génération de dérivés lipidiques servants de signaux reliant la capacité sécrétrice de
ces cellules à l’obésité et au diabète de type II.
La LHS dans les macrophages:
Le rôle de la LHS dans les macrophages est incertain. La formation des esters de
cholestérol dans les macrophages est un mécanisme de défense contre l’élévation des
niveaux de cholestérol libre intracellulaire. Les macrophages engorgés de lipides
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deviennent des cellules spumeuses et sont responsables du développement de
Fathérosclérose. La LHS jouerait un rôle dans la prévention de la progression de
l’athérosclérose par la réduction des esters de cholestérol présents dans les cellules
spumeuses (Holm, Osterlund et al. 2000). Ceci a été démontré en culture (Escary,
Choy et al. 199$). mais est paradoxal avec les résultats obtenus in vivo. En effet, les
souris transgéniques surexprimant la LHS dans les macrophages souffrent de lésions
athérosclérotiques accélérées (Escary, Choy et al. 1999).
La LH$ dans le muscle:
La LHS est exprimée dans les fibres musculaires cardiaques et squelettiques (Holm,
Kirchgessner et al. 198$). Les triglycérides entreposés dans le cytoplasme des
rnyocytes sont hydrolysés en réponse aux catécholamines et à l’exercice. L’activation
de la LHS par l’épinéphrine et la contraction musculaire ayant été démontrées, il
serait possible que la LHS soit impliquée dans cette utilisation des TG (Langfort,
Ploug et al. 1998).
En réponse à une stimulation à l’insuline, l’apport du glucose par les cellules
cardiaques des souris déficientes en LHS est diminué de 40 % (Park, Kim et al.
2005). Par ailleurs, ces souris LES-!- démontrent une protection contre une résistance
à l’insuline induite par une diète riche en gras au niveau du muscle squelettique et du
coeur contrairement aux souris contrôles. De plus, il y a réduction du niveau de
triglycérides et des esters de CoA intramusculaires chez les souris LHS -I- nourries
avec une diète riche en gras qui semble être due à la réduction de la lipolyse
adipocytaire. L’effet direct de la déficience en LES dans le muscle squelettique ne
peut donc pas être conclue uniquement d’après ces données (Park, Kim et al. 2005).
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1.8.3 Régulation de la lipase Itormono-sensible par pliosphotylation
réversible:
L’activité de la LHS est régulée en partie par phosphorylation réversible. Ceci est
médié par des hormones. Les catécholamines, comme l’ACTH et l’épinépbrine, sont
d’importants activateurs de la lipolyse médiée par la LHS, tandis que l’insuline joue
un rôle anti-lipolytique majeur (Holrn 2003). Le mécanisme le plus connu régulant la
phosphorylation de la LHS est celui via la protéine kinase dépendante de l’AMPc
(PKA).
Initialement, deux sites de phosphorylation ont été identifiés dans la séquence de la
LHS. Il s’agit des sérines Ser563 (site 1) et Ser565 (site2) correspondant tous deux
aux positions sur le gène homologue chez le rat. Le site 1 serait phosphorylé en
réponse à une stimulation par la kinase PKA tandis que le site 2 serait phosphorylé à
l’état basal. La phosphorylation du site 2 empêche la phosphorylation du site 1 et
diminue l’activité de la lipase. Il s’agirait donc d’un mode de régulation négative
(Holm, Osterlund et al. 2000).
En plus de la PKA, le site 2 peut être phosphorylé par d’autres kinases comme la
GSK (glycogen synthase kinase), l’AMPK (AMP-dependent protein kinase) et la
CaMKII (Ca2t/calmodulindependent protein kinase II). Cependant, ces enzymes
n’activent pas la LHS (Holm, Osterlund et al. 2000).
La mutagenèse du résidu Ser563 (correspondant au site 1) n’abolit pas l’activité de la
lipase. Les sérines aux positions 659 et 660, phosphorylables par la protéine kinase A
ont ensuite été identifiées (Anthonsen, Ronnstrand et al. 199$).
Les connaissances sur les mécanismes de régulation de la lipolyse ont été initialement
limité à l’activation de la protéine kinase A. L’induction de la voie MAPK (mitogen
activatedprotein kinase)/ERK (extracelluÏar signal-reguÏated kinase) par l’AMPc a
été mise en évidence (Vossier, Yao et al. 1997). Ceci a permis d’identifier le résidu
Ser600 comme un site phosphorylé suite à l’activation de la protéine kinase ERK.
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Ceci entraîne l’induction de l’activité de la lipase LHS à un niveau similaire à celui
induit par la protéine kinase A (Anthonsen, Ronnstrand et al. 1998; Greenberg, Shen
et al. 2001).
La phosphorylation de la LHS est réversible. Les résidus sérines aux positions 563 et
565 sont cibles de déphosphorylation par les protéines phosphatases PP2A (protein
phosphatase 2A), PP2C et PPY. Par ailleurs, PP2A et PP1 sont les deux protéines
phosphatases majeures régulant l’activité de la LHS. Leur expression est d’ailleurs
prédominante dans le tissu adipeux (Holm, Osterlund et al. 2000; Yeaman 2004).
1.8.4 Régulation de la spécificité tissulaire:
Le gène humain de la lipase hormono-sensible est positiolmé sur le bras long du
chromosome 19 désigné locus LIPE (19q13.1 — 19q13.2) (Holm, Kirchgessner et al.
1988). Celui de la souris est situé au niveau de la région homologue sur le
chromosome 7. Il est toutefois distinct des deux loci relatifs aux gènes de l’obésité
chez la souris, soient Ad (aduit obesity et diabetes) et Tub (tubby), retrouvés dans
cette région du chromosome (Wang, Lapierre et al. 1994).
Le gène de la LHS comporte plusieurs exons et promoteurs alternatifs qui sont
utilisés selon un patron tissu-spécifique. Les éléments régulateurs sont toutefois plus
rares. Le promoteur minimal humain régulant l’expression de la LHS dans les
cellules adipocytaires a été caractérisé. Ces études ont toutefois infirmé la présence de
l’élément régulateur cis conférant la spécificité tissulaire à l’intérieur de la séquence
de 2,1 kb située immédiatement en amont de l’exon B (Grober, Laurell et al. 1997).
La spécificité tissulaire dans les testicules a quant à elle été identifiée comme étant
régulée par la séquence de 0,5 kb située immédiatement en amont de l’exon T
(Blaise, Grober et al. 1999). D’autres éléments régulateurs de la spécificité tissulaire
ont été identifiés chez la souris (Li, Sumida et al. 1994) et chez l’humain (Talmud,
Palmen et al. 1998), mais leur importance physiologique reste à déterminer.
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1.8.5 Régulation hormonale et physiologique
Les études effectuées sur les modèles d’adipocytes différenciés en culture ont permis
d’investiguer les effets de différents facteurs nutritionnels et hormonaux sur
l’expression de la LHS. Par exemple, l’AMPc ainsi que les esters de phorbol
diminuent l’expression de la lipase hormono-sensible dans les cellules 3T3-F442A
différenciées (Plée-Gautier, Grober et al. 1996). L’insuline, l’hormone de croissance,
l’acide rétinoïque (Plée-Gautier, Grober et al. 1996) et l’acide oléique (Antras-Ferry,
Robin et al. 1995; Raclot, Dauzats et al. 199$) quant à eux n’ont montré aucun effet
sur l’expression de la lipase dans ces mêmes cellules. À l’aide du modèle
d’adipocytes de rat en culture, Siavin et al. n’ont également observé aucun effet ni par
l’hormone de croissance ni par l’adrénaline (Slavin, Ong et al. 1994). Par ailleurs, ces
auteurs ont noté une induction des niveaux de l’ARNm de la LHS de quatre fois par
le dexamethasone. Plée-Gauthier et al. quant à eux n’ont rapporté aucun effet direct
par le dexamethasone seul, mais plutôt une potentialisation de l’effet de l’AMPc
(Plée-Gautier, Grober et al. 1996). D’autres données contradictoires ont été obtenues
concernant l’effet du glucose. En effet, Raclot et al. ont rapporté une réduction des
niveaux de l’ARNm de la LHS par un facteur de 2,5 à 3 dans les cellules 3T3-F442A
(Raclot, Dauzats et al. 199$). Botin et al., quant à eux, n’ont observé aucun effet du
glucose seul, mais plutôt une sur-régulation en réponse à de hauts niveaux de glucose
en présence de l’insuline dans les cellules primaires de rat différenciées en culture
(Botin and Green 1999). Ces divergences dans les données peuvent être expliquées
par la différence entre les systèmes cellulaires étudiées.
L’implication du TNF-Œ dans l’obésité et la résistance à l’insuline a poussé les
recherches à étudier son effet sur l’expression de la LHS. Des études ont rapporté que
l’incubation des cellules 3T3-L1 différenciées en présence de cette cytokine avait
pour effet une régulation à la baisse de la LHS au niveau de l’ARNm, de la protéine
ainsi que de l’activité enzymatique (Sumida, Sekiya et al. 1990; Souza, de Vargas et
al. 199$). Dans une étude distincte, effectuée sur les adipocytes primaires de rat,
aucune altération des niveaux protéiques de la lipase n’a été observée suite à un
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traitement au TNF-a (Green, Dobias et al. 1994). La régulation à la baisse de la LHS
par le TNF-cx concorde avec la capacité à inverser le processus de différenciation
connue de cette cytokine (Hoim, Osterlund et al. 2000) tandis que son effet
prolipolytique pourrait être expliqué par la baisse des niveaux de réestérification
intracellulaire des acides gras (Hotamisligil and Spiegelman 1994) et/ou la
diminution de l’expression de la périlipine (Souza, de Vargas et al. 1998). Cela dit,
ces données sont consistants avec une implication du TNF-Œ dans la lipolyse LHS
indépendante, car la lipolyse est augmentée en dépit de la diminution de l’expression
delaLHS.
À l’état de jeûne, les niveaux plasmatiques d’acides gras non-estérifiés augmentent à
cause de l’induction de la lipolyse ainsi que de la diminution des taux de
réestérification des acides gras (Frayn, Coppack et al. 1995). Dans ce cas, la LHS est
régulée de deux façons dépendemment si le jeûne est aïgue ou chronique. Par
exemple, lors d’un jeûne à court terme, il y a élévation des niveaux d’acides gras non-
estérifiés. La LHS est à ce moment sous régulation post-traductionnelle. Si le jeûne
est chronique, la LHS est alors sous contrôle pré-traductionnelle (Sztalryd and
Kraemer 1994). La lipolyse LHS-indépendante augmente quant à elle chez les souris
LHS-/- en état de jeûne (Fortier et al. 2003).
1.9 TGU (TRMcYLGLYcER0L HYDROLASE)
1.9.1 Propriétés structurales et enzymatiques
À la suite d’une prise de repas, le foie accumule les acides gras circulants et les
entrepose sous forme de triglycérides (TG). Ces TU sont par la suite relâchés par le
foie sous forme de lipoprotéines de très faible densité (VLDL; very low density
lipoproteins). Les TG intracellulaires doivent être hydrolysés pour que les acides gras
ainsi libérés soient par la suite réestérifiés pour être retransformés en TU et
incorporés dans les particules de VLDL (Uilham, Alam et al. 2005). La TGH a été
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identifiée comme l’enzyme responsable de l’hydrolyse dans ce processus (Lehner and
Verger 1997).
La TGH est une protéine de 60 kDa localisée dans la lumière du réticulum
endoplasmique (Gilham, Alam et al. 2005), initialement purifiée à partir de
microsomes de foie de porc (Lelmer and Verger 1997). L’enzyme purifiée a démontré
une activité hautement spécifique envers les TG à courte chaîne et moindrement
envers les substrats à plus longue chaîne (Lehner and Verger 1997). L’enzyme
n’hydrolyse ni les phospholipides ni les thioesters d’acyl-CoA (Lelmer and Verger
1997). L’activité optimale de la TGH n’est pas altérée par l’absence de cations
divalents. Elle est toutefois inhibée par le diethyl-p-nitrophenylphosphate (E600) et le
tetrahydrolipstatine, deux composés modificateurs des résidus sérines indiquant ainsi
la propriété estérase de sérines de la TGH (Lehner and Verger 1997).
Les ADNc de la TGH humaine (Alam, Ho et al. 2002), de souris (Dolinsky, Sipione
et al. 2001) et de rat (Lehner and Vance 1999) ont été clonés. Celui de la souris ainsi
que celui du rat encodent tous deux des protéines de 565 acides aminés tandis que
l’ADNc de la TGH humaine en encode 562.
Le gène humain de la TGH est positionné sur le chromosome 16q12.2. Celui de la
souris est situé sur le chromosome 2 (figure 6). La séquence protéique de la TGH est
constituée de divers motifs structuraux et fonctionnels. La partie N-terminale est
formée d’un peptide signal de 1$ acides aminés responsables de diriger la synthèse
protéique vers la lumière du réticulum endoplasmique où la protéine a été
immunodétectée. Cette séquence signal est par la suite excisée par une peptidase
spécifique dans la lumière du RE (Lehner and Verger 1997).
Les résidus catalytiques sont conservés entre un bon nombre d’espèces mammifères
incluant la souris, le rat, le lapin, le singe et l’humain (Dolinsky, Gilham et al. 2004).
La triade catalytique de l’enzyme TGH est constituée de trois résidus hautement








































































































































































































































l’induction de l’activité catalytique de l’enzyme (Dolinsky, Giiham et aI. 2004). Chez
la souris comme chez le rat. les résidus Asn79 et Asn489 ont été identifiés comme
sites de glycosylation. Chez l’humain, le résidu Asn79 a été identifié comme étant
l’unique site de glycosylation (Dolinsky, Gilham et al. 2004).
La structure protéique contient également un domaine hydrophobe composé des
acides aminés 414 à 429. pouvant être responsable des interactions lipidiques
(Dolinsky, Gilham et al. 2004).
La structure C-terminale HAEL chez le rat fonctionnerait comme un signal de
séquestration (Robbi and Beaufay 1991). Pareillement, les séquences HVEL de souris
et HIEL de l’humain seraient responsables de la rétention de la TGH dans la lumière
du réticulum endoplasmique (Dolinsky, Gilharn et al. 2004).
La TGH possède un repliement tridimentionnel Œ——hydrolase caractéristique de
toutes les lipases connues (Wong and Schotz 2002).
Les carboxylesterases sont caractérisées par leur rôle dans le métabolisme des
drogues et la détoxification. Ces enzymes possèdent la capacité d’hydrolyser les liens
esters. thioesters et amines (Satoh and Hosakawa 199$). Certaines carboxylases sont
également capables de lier et retenir des protéines à l’intérieur d’un compartiment
subcellulaire spécifique (Yue, Muller-Greven et al. 1996).
La lignée cellulaire McArdle RH7777 (hépatomes de rat) ainsi que la lignée HepG2
(hépatomes humains) sont des cellules fréquemment utilisées en tant que modèles
pour l’étude de l’assemblage des particules de lipoprotéines ainsi que leur sécrétion
par le foie. Les études effectuées sur les cellules McArdle RH7777 ont permis de
meUre en évidence l’implication de la TGH dans la lipolyse des TG entreposés. Ces
cellules n’expriment pas la TGH (Lehner and Vance 1999). De plus, contrairement
aux hépatocytes. les cellules McArdle RH7777 requièrent leur incubation en présence
d’acides gras pour pouvoir sécréter les lipides (Lehner and Vance 1999). Lorsque
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transfectées de façon stable avec l’ADNc de la protéine IGH du rat, la déplétion des
1G intracellulaires est doublée. De plus, le niveau de sécrétion des TG dans le milieu
est augmenté de 25 % en lien avec l’augmentation des niveaux d’apoBlOO, la
protéine des particules de VLDL (Lehner and Vance 1999). Lorsque la lipolyse est
inhibée par l’ajout de l’inhibiteur spécifique de Factivité estérase de sérines E600
ainsi que par l’ajout de l’inhibiteur spécifique de la TGH, le 4,4,4-trifluoro-2-[2-(3-
methylphenyl)hydrozono] -1 -(2-thienyl)butane- 1,3 -dione, le niveau de sécrétion des
TG et de l’apoB est diminuée dans les hépatocytes primaires de rat tout comme dans
les cellules McArdle RH7777 transfectées de façon stable avec 1’ADNc de la TGH
(Gilham, Ho et al. 2003).
Quelques inhibiteurs réversibles de la IGH ont été identifiés par des études
protéomiques (activity-based prote in profihing strategy). L’ aîkyl/aryl trifluoromethyl
ketone en est le plus sélectif et efficace (Leung. Hardouin et al. 2003).
1.9.2 Profil d’expression tissulaire de la TGH
Dans les divers tissus des mammifères, plusieurs isoformes de carboxylases ont été
identifiés. Ils possèdent des caractéristiques biochimiques, immunologiques et
génétiques distinctes (Dolinsky, Gilham et al. 2004).
La protéine IGH ainsi que l’ARNm y correspondant sont exprimés de façon
prédominante dans le foie (Dolinsky, Giiham et al. 2004). Ils ont également été
détectés à de plus faibles niveaux dans le tissu adipeux (Lee, Ryu et al. 2000).
l’intestin, les reins, le coeur, les testicules (Hummerickhouse. Lohrbach et al. 2000)
ainsi que les macrophages (Ghosh 2000). Leur présence n’a toutefois été détectée ni
dans le cerveau, ni dans la rate ou dans le muscle squeletteique (Dolinsky, Gilham et
al. 2004).
54
TGH dans le foie:
Par analyses immunocytochimiques, la TGH a été exclusivement localisée dans les
hépatocytes périveneux (Lelmer. Cui et al. 1999). La région périveneuse du lobule
hépatique est apparemment activement impliquée dans la sécrétion et la production
des lipoprotéines (Dolinsky, Giiham et al. 2004). La TGH serait directement associée
à l’ApoB, principale apolipoprotéine composant les particules de VLDL (Dolinsky,
Gilbam et al. 2004).
TGH dans le tissu adipeux:
Les études protéomiques effectuées au laboratoire par Dr. K. Soni ont permis
d’identifier la TGH comme étant une lipase majeure dans le tissu adipeux blanc
(Soni, Lelmer et al. 2004). Les résultats suggèrent une implication majeure de la TGH
dans l’activité lipolytique basale mesurée dans le tissu adipeux des souris déficientes
en lipase horniono-sensible (souris LHS-/-). La TGH pourrait être responsable de
médier la lipolyse LHS-indépendante (Soni, Lehner et al. 2004). Les analyses
microscopiques effectuées à l’aide du modèle de cellules NIH 313-F442A
différenciées en culture corrèlent avec la distribution de la TGH au niveau du
réticulum endoplasmique, du cytosol ainsi que de la gouttelette lipidique (Soni,
Lelmer et al. 2004).
TGH dans d’autres tissus:
La TGH est exprimée dans l’intestin grêle (Lehner and Verger 1997; Dolinsky.
Sipione et al. 2001). Plus précisément, elle se trouve majoritairement dans la partie
duodénumljéjunum de l’intestin grêle des souris. La TGH intestinale aurait un rôle
dans la sécrétion des lipoprotéines riches en TG et en ApoB. En effet, il a été
démontré que les 1G entreposés à l’intérieur des entérocytes passent au travers d’un
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cycle de lipolyse suivi d’une réestérification, comme dans te cas des hépatocytes.
pour être ensuite sécrétés sous fonne de particules de chylomicrons (Yang and Kuksis
1991).
Le rôle de la TGH dans les macrophages n’est pas encore tout à fait clair. Jusqu’à
présent, l’activité hydrolase des esters de cholestérol (EC) dans les macrophages est
majoritairement associée à la lipase hormono-sensible (Jepson, Harrison et al. 1996).
En effet, le chargement des macrophages en stérols diminue l’expression de la LHS
ainsi que son activité hydrolase (Jepson, Harrison et al. 1996). Toutefois, bien que la
surexpression de la LHS dans les macrophages augmente le niveau d’hydrolyse des
EC ainsi que le flux de cholestérol (Escary, Choy et al. 199$), ces derniers restent
inchangés dans les macrophages des souris LHS(-/-) (Contreras 2002). Par ailleurs, il
est possible que ceci soit dû à un effet compensatoire qui surinduirait l’activité
d’hydrolase LHS-indépendante (Dolinsky, Gilham et al. 2004). Les cellules CHO ont
la caractéristique d’avoir de larges dépôts en EC intracellulaires dû à la surexpression
de la protéine ACAT1 (acetyÏ-Coenzvme A acetyltransferase 1) (Ghosh, St Clair et al.
2003). L’expression de la TGH dans ces cellules augmente l’hydrolyse des EC ainsi
que le flux de cholestérol (Ghosh, St Clair et al. 2003). Ceci est également observé
lorsque la TGH est exprimée dans les cellules COS (Ghosh 2000). Cependant,
l’induction de l’expression de la TGH humaine dans les macrophages chargés de
stérols n’est pas consistante avec la diminution observée de l’activité hydrolase des
EC (Jepson, Harrison et al. 1996).
Des études ont révélé des évidences quant à l’expression de la TGH dans les glandes
mammaires, la peau, l’épithélium otfactif, les glandes salivaires, le globe oculaire, les
testicules, les ovaires et l’utérus (Dolinsky, Gilham et al. 2004), mais son rôle dans
ces tissus reste à élucider. La TGH serait impliquée dans l’infertilité chez divers
organismes (Mikhailov and Torrado 2000).
Dans les reins comme dans le coeur. le rôle de la TGH dans la sécrétion des
lipoprotéines est encore inconnu (Dolinsky, Gilham et al. 2004).
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1.9.3 Régulation transcriptionnelle de ta TGH:
Les promoteurs du gène de la TGH de souris et de rat ont en commun plusieurs sites
de liaison pour des facteurs de transcription (Dolinsky, Gilham et al. 2004). Il s’agit
entre autres de trois sites de liaison au facteur Spi, un pour le facteur NF- 1, un pour
l’élément de réponse du facteur PPAR (peroxisornaÏ proliferator-activator receptor)
et trois séquences pour l’élément de réponse au stérol (Dolinsky, Gilham et al. 2004).
Le facteur de transcription Spi est un activateur efficace du promoteur de la TGH
(Dolinsky, Giiham et al. 2004). C’est une protéine nucléaire ubiquitaire qui active la
transcription d’un bon nombre de gènes (Suske 1999). Le promoteur de la TGH est
sans séquence TATA, ce qui le rend particulièrement sensible à la régulation par la
famille des facteurs Sp (Suske 1999).
Les facteurs de transcription qui régulent l’induction de l’expression de la TGH
durant la différenciation adipocytaire des cellules 3T3-L1 sont encore incoimus. Bien
que l’expression de la TGH soit augmentée lorsque les cellules se différencient en
présence d’un agoniste PPAR’y, il n’y a pas d’évidence d’un effet direct de PPAR7 sur
l’expression de la TGH (Dolinsky, Gilham et al. 2003).
Le facteur C/EBPŒ induit l’activation de la transcription de plusieurs gènes
adipocytaires. Wei et al. ont rapporté l’induction de la transcription du gène de la
TGH durant la différenciation des cellules 3T3-L1 en adipocytes. Ceci se fait par la
liaison de deux sites sur C/EBP (-470/-459 bp et -404/-390 bp) à la région distale du
promoteur TGH (Wei, Lehner et al. 2005).
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1.9.4 Régulation hormonale et nutritionnelle de la TGH:
Lexpression de la protéine TGH ainsi que celle de son ARNm varient avec les
conditions nutritionnelles où ils sont induits lors du sevrage des souris et des rats ce
qui est consistant avec l’élévation des taux de sécrétion des particules de VLDL
(Morgan, Yan et al. 1994).
Des données contradictoires on été rapportées concernant l’effet d’une diète riche en
acides gras et en cholestérol sur l’expression de la TGH (Dolinsky. Gilham et al.
2004). En effet, bien que le degré de saturation des acides gras et l’ajout du
cholestérol à la diète influencent l’homéostasie énergétique, l’enrichissement de la
diète de 20 ¾ d’acides gras n’affecte pas les niveaux d’expression de la TGH dans le
foie, et ce, peu importe leurs niveaux de saturation (Dolinsky, Gilham et al. 2003). De
plus, les études effectuées sur les souris PPARŒ null n’ont révélé aucune régulation
directe de l’expression de l’ARNm de la TGH par ce facteur (Dolinsky, Gilham et al.
2003). Ceci suggère que les variations des niveaux d’expression de cette lipase sont
plutôt dues à une réponse secondaire suite à un effet chronique de Fadministration
des agonistes PPARa (Dolinsky. Gilham et al. 2004). D’autre part, l’ajout du
cholestérol à une diète riche en acides gras a pour effet d’augmenter les niveaux
d’expression de la TGH d’un facteur d’environ deux (Dolinsky, Gilham et al. 2003).
En somme, l’expression de la TGH ne semble pas être directement affectée par les
PPARs ni par les acides gras, et ce, dans l’hépatocyte comme dans l’adipocyte.
Les glucocorticoïdes (cortisol et corticosterone) induisent l’augmentation des TG
circulants, leur synthèse et leur entreposage (Glenny and Brindley 197$). Le
dexamethasone (Dex) est un analogue efficace des glucocorticoïdes. L’expression de
I’ARNrn de la TGH ainsi que celle de la protéine elle-même sont atténuées par le
dexamethasone. L’activité estérase des microsomes hépatiques est également
diminuée (Morgan, Yan et al. 1994). Il a été rapporté que le dexamethasone agirait
par un mécanisme affectant la stabilité de l’ARNm de la TGH via trois éléments
riches en AU sur la séquence 3’ non traduite de l’ARNm de la TGH de souris
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(Dolinsky, Douglas et al. 2004). La diminution de l’expression de la TGH par le
dexamethasone est associée à une suppression du taux de renouvellement des 1G
intracellulaires (Dolinsky. Douglas et al. 2004). Dans ce cas, les TG s’accumulent
dans le foie des souris injectées avec le dexamethasone. Ces données reflètent les
altérations qui ont lieu lors des changements journaliers en lipides hépatiques en
fonction des niveaux de glucocorticoïdes circulants (Dolinsky, Douglas et al. 2004).
1.9.5 Régulation post-traductionnelte de la TGH:
La protéine TGH mature est glycosylée sur les résidus Asn79 et Asn4$9 de la
séquence de souris et sur l’unique site Asn79 chez l’humain (Alam, Vance et al.
2002). Toutefois, la mutation du résidu Asn79 en Ala ou en Gin n’a pas donné lieu à
une diminution significative de l’activité de la TGH. Ceci indique que la
glycosylation n’est pas nécessaire pour l’activité estérase de la protéine (Alam, Vance
et al. 2002).
La séquence primaire de la TGH humaine contient un résidu tyrosine phosphorylable
(TyrI 18) ainsi que sept autres séquences consensus Ser/Thr phosphorylables par la
CKII (casein kinase I]) (Dolinsky. Giiham et al. 2004). Le résidu Tyri 12 est situé à
proximité de la boucle de pont disulfure formée par les résidus Cys87 et Cysll6 et
régulerait possiblement l’entrée des substrats à l’intérieur du site actif de l’enzyme
(Dolinsky, Giiham et al. 2004).
La TGH est également phosphorylée de manière réversible (Dolinsky. Gilham et al.
2004). La phosphorylation du résidu Ser506 entraînerait un changement
conformationel favorisant la liaison des substrats hydrophobes. Ce rôle est toutefois
mis en question étant donné l’absence de ce résidu dans les séquences protéiques
orthologues (Dolinsky, Giiham et al. 2004).
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1.10 ATGL (ADIPOSE TRIGLYCERIDE LIPASE):
Récemment, l’identification d’une nouvelle lipase adipocytaire, distincte de la TGH,
a été rapportée dans trois publications indépendantes. Tout d’abord, Zimmennan et
al. ont identifié cette nouvelle enzyme sous le nom de ATGL (adipose triglyceride
lipase). Ceci a été fait en examinant les bases de données de protéines et de gènes
avec des motifs structuraux connus, caractéristiques des lipases (Zimmennann,
Strauss et al. 2004).
D’autre part, Jenkins et al. ont étudié trois isoformes de la phospholipase A2s
indépendante du calcium (PLA2s) (Jenkins, Mancuso et al. 2004). Il s’agit des
protéines iPLA2E (adiponutrin), iPLA2 (TTS-2.2) et iPLA2r1 (GS2). Ces trois
isoformes ont en fait une importante activité d’hydrolase de triglycérides. L’iPLA2
(TT$-2.2) semble être identique à ATGL (Raben and Baldassare 2005).
Dans une troisième étude, Villena et al. ont identifié la desnutrine par expression
différentielle des gènes en étudiant les protéines spécifiquement adipocytaires
(Villena, Roy et al. 2004). La desnutrine contient dans sa structure protéique un
domaine patatin identique à celui de l’ATGL (et de l’iPLA2). Le domaines patatin
est en fait retrouvé dans les protéines ayant une activité acyl-hydrolase des
phospholipides, des monoglycérides ainsi que des substrats diglycérides
(Zimmermaim, Strauss et al. 2004). Par exemple, il est présent dans la structure de la
TGL3, une lipase de triglycérides exprimée chez la Saccharornyces cerevisiae
(Arthenstaedt and Daum 2003) ainsi que dans la structure de la phospholipase A2
cytosolique humaine (Dessen, Tang et al. 1999).
L’expression ectopique de la desnutrine dans les cellules COS-7 stimule l’hydrolyse
des triglycérides dans ces cellules (Villena, Roy et al. 2004). Pour des raisons de
simplification, la lipase ainsi identifiée sera nommée ATGL pour le reste de ce
mémoire.
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L 10.1 Propriétés structurales et enzymatiques
Le gène de l’AIGL de souris est positionné sur le chromosome 7. Il code pour 486
acides aminés qui donnent lieu à une protéine de 54 kDa. Le gène humain de l’ATGL
est situé sur le chromosome llpl5.5 et encode 504 acides aminés correspondant à
une protéine identique à $6 % à celle de la souris (Zimmermann, Strauss et al. 2004).
Le domaine N-terminal de la protéine ATGL est composé d’environ 260 résidus et il
est constitué d’un domaine de repliement x/3, caractéristique des estérases (Tatusov,
Natale et al. 2001) ainsi qu’un site putatif avec sérine 47 active, GXSXG. La
structure contient également des domaines patatin détectables dans certaines régions
(figure 7).
1.10.2 Profil d’expression de !‘ATGL:
L’ATGL est fortement exprimée dans les tissus adipeux blanc et brun de la souris et
de l’humain (Villena. Roy et al. 2004; Zimniermann, Strauss et al. 2004). Par
immunodetection, l’ATGL a été détectée au niveau des gouttelettes lipidiques des
cellules non adipocytaires (Smimova, Golberg et al. 2005). La surexpression de
l’ATGL dans les cellules COS a eu pour effet une diminution marquée de la taille des
gouttelettes tandis que l’atténuation de l’expression de l’AIGL par interférence à
l’ARN résulte en une augmentation significative de la taille des gouttelettes
(Smimova, Golberg et al. 2005). Par microscopie confocale, Villena et al. ont localisé
cette protéine au niveau du cytoplasme des cellules préadipocytaires 313-LI
différenciées où sa surexpression induisait une élévation du taux d’hydrolyse des
triglycérides (Villena, Roy et al. 2004).
L’ATGL est également exprimée à de plus faibles niveaux dans plusieurs autres
tissus incluant les testicules, le muscle cardiaque et squelettique, mais son rôle reste à
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être plus amplement documenté (Villena, Roy et al. 2004; Zimmermann. Strauss et al.
2004).
1.10.3 Régulation hormonale et nutritionnelle
L’état nutritionnel est un facteur régulateur important de l’expression de l’ATGL. En
effet, ses niveaux d’ARNm sont transitoirement induits dans les adipocytes durant le
jeûne des souris (Villena. Roy et al. 2004). In vitro, l’expression de l’ATGL est
induite par le dexamethasone de façon dépendante du temps et de la dose (Villena,
Roy et al. 2004). L’AMPc. quant à lui, n’avait pas d’effet sur l’expression de
l’ATGL. Ces études suggèrent que la régulation par le changement nutritionnel se fait
via la liaison des glucocorticoïdes à leur récepteurs et n’implique pas le glucagon
(Villena, Roy et al. 2004).
L’expression du gène de l’ATGL est abaissé chez les modèles de souris obèses ob/ob
et diabétiques db/db, ce qui suggère un rôle de cette enzyme dans le métabolisme
lipidique (Villena, Roy et al. 2004).
Le traitement des cellules 3T3-Ll différenciées avec l’isopropanol (agoniste 3-
adrénergique), le TNf-x ainsi que l’insuline a pour effet de provoquer une baisse
significative (74 %, 17 % et 49 % respectivement) du niveau d’ARNm de l’ATGL
(Kralisch, Klein et al. 2005). L’effet de ces facteurs est dépendant de la dose et du
temps, tout comme observé pour les niveaux d’ARNm de la LHS (Kralisch, Klein et
al. 2005).
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1.11 MÉCANISMES MOLÉCULAIRES RÉGULANT LA LIPOLYSE
La lipolyse adipocytaire est sous contrôle d’hormones. Les catécholamines, comme
l’ACTH et Ï’épinephrine, sont d’importants stimulants de la lipolyse tandis que
l’insuline joue un rôle anti-lipolytique majeur.
Le mécanisme classique, le plus connu, régulant la lipolyse est celui de la voie de la
protéine kinase dépendante de l’AMP cyclique (PKA) via les récepteurs couplés aux
protéines G (Carmen and Victor 2005).
Les catécholamines lient les récepteurs Œ2, j31, 132 et 133-adrénergiques. Les
récepteurs 13-adrénergiques sont couplés aux protéines Gs stimulatrices de la
formation de l’AMPc et leur activité stimule la lipolyse adipocytaire. La forme x2
des récepteurs, quant à elle, est couplée aux protéines Gi inhibitrices de la formation
de l’AMPc et inhibe donc de la lipolyse (Carey 1998).
1.11.1 VoiedelaPKA:
Le récepteur f33-adrénergique est celui exprimé le plus abondamment à la surface des
cellules du tissu adipeux blanc des souris. La liaison des catécholamines aux
récepteurs 133-adrénergiques entraîne l’activation de l’adénylate cyclase via les
protéines Gs. L’adénylate cyclase synthétise de l’AMPc à partir de l’ATP.
L’élévation de la production de l’AMPc entraîne alors l’activation de la protéine
kinase dépendante de l’AMPc (PKA) (Carmen and Victor 2005).
Les deux principales cibles protéiques phosphorylées par la PKA sont la lipase
hormono-sensible (LHS) et la périlipine (PL). Cette dernière est une phosphoprotéine
recouvrant la surface des gouttelettes lipidiques à l’intérieur des adipocytes (Londos,
Brasaemle et al. 1999). Dans le tissu adipeux, il en existe deux isoformes: la
périlipine A (56 kDa) et la périlipine B (46 kDa). En l’absence de stimulation
lipolytique, la périlipine est localisée à la surface de la gouttelette lipidique. Elle s’y
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détache lorsque phosphorylée. Ceci permet la translocation de la LHS phosphorylée à
la surface de la gouttelette, rendant ainsi les triglycérides (TG) plus accessibles à la
dégradation (Clifford, Londos et al. 2000).
L’activation de la LH$ est induite à la fois suite à sa phosphorylation, sa
translocation, sa dimérisation ainsi qu’à son interaction avec les protéines lipotransine
(Syu et al. 1999) et ALBP (adipocytefatty acid bindingprotein, désignée aP2 dans le
tissu adipeux) (Shen et al. 1999). La région d’interaction de la LHS avec la
lipotransine n’a toutefois pas été identifiée et ces observations n’ont pas été
reproduites. L’interaction de la lipase avec la protéine ALBP faciliterait l’évacuation
des composés lipidiques tandis que la lipotransine lierait et transporterait la LHS à
partir du compartiment cytosolique vers la surface de la gouttelette lipidique (Hoim
2003).
1.11.2 Voie indépendantes de la PKA
En plus d’activer la PKA, les catécholamines stimulent également la voie des MAPK
(rnitogen-activated prote in kinases) ERK 1,2 (extraceÏÏuÏar signal-regulated kinase).
En effet, des études ont révélé que cette voie est activée via le couplage des
récepteurs 33-adrénergiques aux protéines G1 inhibitrices (Carmen and Victor 2005).
HYPoTHÈsEs ET OBJECTIFS DE TRAVAIL:
1.12 L’APPAREIL LIPOLYTIQUE
Il y a de plus en plus d’évidences quant à l’existence de plus d’un mécanisme
lipolytique à l’intérieur de l’adipocyte. L’appareil lipolytique est mis en place au
cours de la différenciation adipocytaire. Des études ont démontré l’expression de
protéines de la gouttelette lipidique sur la membrane du réticulum endoplasmique
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(Blanchette-Mackie, Dwyer et al. 1995; Brasaernle, Barber et al. 1997). Au
laboratoire, nous avons démontré par immunocytochimie l’expression de la TGH à
proximité de la surface de la gouttelette lipidique. Nous avons également démontré la
colocalisation de cette lipase avec la périlipine (Soni, Lehner et al. 2004). Ces
données supportent l’hypothèse selon laquelle les gouttelettes lipidiques naissent à
partir du réticulum endoplasmique (figure 8) (Murphy and Vance 1999).
Comment la TGH, une protéine du réticulum endoplasmique, pourrait-elle être
impliquée dans la lipolyse adipocytaire ? Une hypothèse stipule que par l’assemblage
des vésicules lipidiques, TGH soit exprimée à la surface même de la gouttelette et
assure de ce fait un niveau basal d’hydrolyse des TG (figure 9). Ceci se fait en
parallèle à la synthèse des lipides par DGAT suivant un cycle futile entre les DG et
les TG (figure 10). L’importance relative de l’ATGL et de la TGH dans ce processus
reste à déterminer. La libération nette d’acides gras serait régulée dépendamment des
besoins énergétiques de l’organisme par des mécanismes à déterminer. L’induction
de l’AMPc par la stimulation des récepteurs 33-adrénergiques provoquerait la
translocation de la LHS à la surface de la gouttelette lipidique, ce qui enclencherait
une accélération de la vitesse d’hydrolyse des TG. Dans ce scénario, il existe un
goulot d’étranglement au niveau des DG, car l’hydrolase principale des DG dans le
TAB1 est la LHS. Dans les situations urgentes en besoin énergétique, la stimulation
catécholaminergique avec l’activation et la translocation de la LHS déclencherait la
voie classique complète de la lipolyse afin de libérer rapidement des acides gras et du
glycérol. L’importance de la lipolyse et de la lipogenèse dans l’obésité et ses
complications est évidente. Les rôles des différentes lipases, des glycérol-acyl
transférases et des protéines de la monocouche à la surface de la gouttelette lipidique
sont inconnus. Ces composantes méritent chacune d’être explorées en détail, vu leur
importance potentielle pour l’obésité et le diabète de type II.
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1.13 LES DIFFÉRENES MODALITÉS POUR ÉTUDIER LES ADIPOCYTES:
L’adipocyte peut être étudié de 3 principales façons: l’animal intact, les adipocytes
primaires isolés et les cellules adipocytaires en culture. Chacun de ces modèles
comporte des avantages et des inconvénients.
Les études physiologiques sur la souris intacte ont été mises au point et sont bien
établies dans notre laboratoire. Les essais effectués sur l’animal en entier permettent
une vue intégrale du métabolisme lipidique de l’organisme. Les observations sont
effectuées dans des conditions physiologiques et fournissent des données résultant de
l’ensemble des organes en interaction les uns avec les autres. Cependant, ces
interactions inter-organes compliquent l’interprétation des données.
Le modèle de l’adipocyte isolé est aussi établi au laboratoire. Toutefois, dû à la
fragilité des adipocytes primaires isolés et leur courte période de viabilité (moins que
4 heures), ils ne permettent pas l’étude à moyen ou à long terme.
Il devenait donc essentiel de développer un modèle d’étude qui contournerait les
obstacles rencontrés lors de l’utilisation de l’animal et de l’adipocyte isolé. Nous
avons choisi de mettre en place un modèle de différenciation adipocytaire en culture.
Ces cellules peuvent être cultivées et différenciées en dehors d’interférences d’autres
organes. Elles ne nécessitent aucun traitement drastique tel que le traitement à la
collagénase comme dans le cas des adipocytes isolés. De plus, ils permettent l’étude
des effets chroniques de certains facteurs qui nécessitent une plus longue exposition
tels la cytokine TNF-Œ. Le modèle des adipocytes différenciés en culture apporterait
des informations uniques et complémentaires à ceux obtenues à partir du modèle de



































Figure 10 Hypothèse d’un mécanisme pour les lipolyses médiées par la TGH.
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L’objectif de ce projet est de mettre au point et d’étudier les cellules adipocytaires en
culture afin d’explorer le rôle des lipases et des autres composantes de l’appareil
lipolytique dans l’espoir d’apporter une contribution à l’avancement de la recherche
sur l’obésité, le syndrome métabolique et le diabète de type II.
CHAPITRE 2 MATÉ1UEL ET MÉTHODE
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2.1 MATÉRIEL
Tous les milieux, sérum, antibiotiques et autres produits utilisés pour la culture
cellulaire proviennent de Gibco-Invitrogen, sauf les exceptions suivantes : l’IBMX, le
dexarnethasone, l’insuline, le TNF-u, la cycloheximide et l’actinomycine D ont été
obtenus de Sigma-Aldrich. Le rosiglitazone provient de Cayman Chemical. Toutes
les enzymes utilisées pour les réactions de PCR ainsi que pour la construction des
plasmides proviennent de Invitrogen. Toutes les enzymes utilisées pour le dosage du
glycérol en plus du DTT, du NAD, de 1’ATP et du BSA (sans acides gras) ont été
obtenus de Roche Diagnostics. Tous les autres produits chimiques proviennent de
Sigma, sauf indication contraire.
2.2 CuLTuRE PRIMAIRE DE FIBROBLASTES EMBRYONNAIRES DE SOURIS
Les cellules primaires de fibroblastes embryonnaires ont été préparées à partir
d’embryons issus de croisements entre souris LHS+/- mâles et LHS-/- femelles. Ces
dernières sont sacrifiées après 13,5 jours de gestation (Harvey et al., 1993).
Séparément, les embryons sont prélevés et lavés deux fois avec du tampon PBS pH
7.2 stérile (137 mM NaC1; 2,7 mM KC1; 10 mM Na2HPO4). Ils sont introduits au
travers d’une seringue 1 cc avec aiguille de 1$ gauge et immédiatement mis en
culture dans des pétris 100 mm prétraités avec 1 % gélatine. Pour ces cellules, le
milieu de maintenance consiste en un milieu DMEM (Dulbecco ‘s rnodfied Eagle)
qui est riche en glucose (4,5 mg/L) contenant 10 % (v/v) de sérum de veau foetal
(SVF) ainsi que 10 000 unités/mL de pénicilline G et 10 000 tg/mL de
streptomycine. La culture se fait à 37 °C en présence de 10 % C02 dans un incubateur
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humidifié. Le milieu est renouvelé chaque deux ou trois jours.
2.3 ISOLATION DE L’ADN
Chaque lignée de cellules primaires provient d’un unique embryon. Pour distinguer
les lignées hétérozygotes de celles déficientes en LHS, chaque lignée est génotypée.
L’ADN est extrait des cellules à l’aide de la trousse PUREGENETM (Gentra systems)
selon les instructions du manufacturier. L’ADN est quantifié à l’aide de la trousse
PicoGreen® dsDNA Quantitation Kit (Molecular Probes) selon le protocole du
fournisseur.
2.4 GÉN0TYPAGE
Environ 1 jig d’ADN est mis en présence de trois différentes amorces (Tableau II).
L’amorce LipM32 (11 ng/.IL) et l’amorce LipM27 (10 ng/iL) s’hybrident avec la
séquence du gène de la LHS endogène. L’amorce LacZ3 (11 ng/tL) quand à elle,
s’hybride avec la séquence du gène de la bêta-galactosidase inséré lors de
l’invalidation de LHS (Wang et al., 2001). Au mélange d’ADN et d’amorces sont
également ajoutés dNTP, polymérase Taq et tampon de PCR. Ce dernier est composé
de 100 mM Tris pH 8,8; 500 mM KC1; 15 mM MgC12; 0,01 % gélatine; 5 % DMSO.
Les 40 cycles d’amplification comprennent une étape de dénaturation (45 secondes,
94 °C), d’hybridation (45 secondes, 60 °C) et d’élongation (90 secondes, 72 °C).
2.5 DIFFÉRENcIATIoN DES CELLULES FIBROBLASTES EMBRYONNAIRES EN
CULTURE
Les fibroblastes embryonnaires de passage 2 à 4 sont mis en culture dans le milieu de
maintenance jusqu’à deux jours après confluence. Le milieu est alors renouvelé avec
713
du milieu de différenciation qui contient, en plus des antibiotiques, du DMEM 10 %
SVf, 500 tM IBMX, 1 iM dexamethasone, 5 jig/mL insuline (1,62 jimoles/L), 1 tM
rosiglitazone. Ce milieu est renouvelé à chaque deux ou trois jours pour induire la
différenciation adipocytaire.
2.6 CuLTuRE ET DIFFÉRENCIATION DES PRÉADIPOCYTES NUI 3T3-F442A
Les cellules préadipocytaires NIH 313-F442A ont été obtenues du Dr. K. Easley
(Harvard Medical School, Boston) Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM
enrichi avec 5 % (v/v) SVF, 10 000 unités/mL de pénicilline G et 10 000 jig/mL de
streptomycine dans un incubateur humidifié à 37 °C et 10 % C02. Pour induire leur
différenciation, elles sont cultivées dans ce milieu jusqu’à deux jours après
confluence. Le milieu est alors remplacé par du milieu DMEM 10 % (v/v) SVF, 5
pg/mL insuline. La différenciation adipocytaires se caractérise entre autres par
l’accumulation de gouttelettes lipidiques à l’intérieur de ces cellules. Le pourcentage
de différenciation des cellules est évaluée d’abord visuellement, par microscopie en
contrast de phase. L’accumulation des lipides à l’intérieur des gouttelettes est
également confirmée par coloration à l’Huile Rouge (section 2.7). Comme expliqué
dans la section résultats, la différenciation terminale des cellules est quant à elle
confirmée par mesure d’ARN messagers adipocytaires, par la détection de protéines























































































































































































































































































































































































































































































2.7 CoLoRATIoN À L’HUILE ROUGE
L’Huile Rouge est utilisée comme marqueur des lipides et permet donc de visualiser
leur accumulation et la formation des gouttelettes dans les adipocytes différenciés en
culture (Ramirez-Zacarias et al., 1992). Les cellules sont d’abord lavées deux fois
avec du tampon PBS puis fixées avec 10 % (v/v) formaldéhyde durant deux heures.
Elles sont ensuite lavées une seconde fois avec le tampon PBS puis incubées dans 0,3
¾ (v/v) d’Huile Rouge durant deux heures. La solution d’Huile Rouge est alors
retirée et les cellules sont exposées à 60 % isopropanol pour 5 à 10 minutes. Les
cellules sont finalement lavées (PBS) et visualisées au microscope à contraste de
phase.
2.8 IsoLATIoN DE L’ARN ET QUANTIFICATION PAR PCR EN TEMPS RÉEL
Afin de quantifier le niveau d’un ARN messager d’intérêt, une réaction de
polymérase en chaîne (PCR) en temps réel est utilisée (Shitara et al., 2004). Tout
d’abord, l’ARN total est extrait à partir d’environ 1 x 106 cellules à l’aide du produit
Trizol® (Gibco-Invitrogen) selon le protocole du manufacturier. 10 ig d’ARN sont
convertis en ADN complémentaire (ADNc) par la transcriptase inverse SuperScriptTM
II (Gibco-Invitrogen) à l’aide de l’amorce dT en présence de dNTP, de DIT
(dithiothreitol) et du tampon commercial 1 st strand 5X Buffer (Gibco-Invitrogen). La
synthèse de l’ADNc se fait à 42 oc pendant 30 min. Le mélange est ensuite incubé à
95 °c pendant 7 minutes.
La quantification de l’ARNm est effectuée dans un appareil Smart cycler (cephid) à
l’aide du réactif cYBR® Green I (Qiagen) selon le protocole du manufacturier. 1 iL
d’ADNc est mis en présence d’amorces spécifiques (Tableau III) dans des conditions
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de PCR optimisées à 15 secondes à 94 oc, 20 secondes à 60 oc et 20 secondes à 72
°C. La réaction se fait en 45 cycles d’amplification. Les amorces ont été choisies à
l’aide du programme informatique Primer3 Input (primer3 www.cgi y 0.2). Les
données sont présentées en valeurs absolues de fluorescence SYBR Green par tg
d’ARN.
2.9 LIP0LYsE
Les cellules 3T3-f442A ainsi que les fibroblastes embryonnaires LHS+/+ et LHS-/
sont cultivés et différenciés dans des plaques à 6 puits en présence de leur milieu
respectif Les cellules sont lavées deux fois avec du tampon phosphate (PBS) et
incubées toute la nuit en présence de DMEM 4 % BSA (Bovine serum aÏburnin) sans
acides gras. Le matin suivant, les cellules sont mises en présence des divers agents
lipolytiques comme décrit dans la section résultats, et ce, en présence de DMEM 4 %
BSA frais. Des aliquots sont prélevés à différents temps pour le dosage du glycérol.
Les cellules sont récupérées à la fin de l’expérience pour en extraire l’ADN.
2.10 DOSAGE DU GLYCÉROL
Le glycérol libéré par les cellules est quantifié suivant une technique de luminométrie
adaptée de Kather et al. (1982). Cette technique se base essentiellement sur le
principe de la détection de la bioluminescence. Tout d’abord, le glycérol est
transformé en glycérol 3-phosphate par l’enzyme glycérol kinase. Il est ensuite
converti en dihydroxyacétone 3-phosphate par la glycérol 3-phosphate
déshydrogénase. À cette étape, une première molécule de NADH est produite.
L’enzyme triosephosphate isomérase transforme le dihydroxyacétone 3-phosphate en
glycéraldéhyde 3-phosphate. Ce dernier est converti en glycérate 3-phosphate par la
glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase. Une seconde molécule de NADH est
76
alors produite. Le NADH est ainsi produit de façon proportionnelle à la quantité de
glycérol présente dans le milieu. Cette première partie de la cascade de réaction se
fait en une heure à 37 oc en présence d’un tampon constitué de 28,7 mM
triéthanolamine; E ,1 mM dithiothreitol (DTT); 8 mM NAD; 1,5 mM AIP en plus de
la glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (19 U/mL), de la glycérol kinase (6
U/mL), de la glycérol 3-phosphate déshydrogénase (2,4 U/mL) et de la
triosephosphate isomérase (40 U/mL). Cette première chaîne de réactions est arrêtée
en remettant les échantillons sur glace puis en les diluant (5 X) avec une solution de
raffinose pH 7 (67.3 mM raffinose; 0,4 mM DIT; 200 mM phosphate de potassium),
toujours à 4 oc.
50 tL du mélange final sont transférés dans un puit d’une plaque de 96 puits. La
plaque est lue par un luminomètre Mithras après injection de 200 tL d’une solution
contenant 114,2 mM phosphate de potassium; 38,4 mM raffinose; 0,23 mM DIT;
0,14 % triton X 100; 0,7 % BSA sans acides gras; 0,5 mM tétradécanal; 0.11 U/mL
luciférase; 0.06 U/mL NAD(P)H:fMN oxydoréductase et 1 iM flavine
mononucléotide (fMN). Lors de cette seconde cascade de réaction, les molécules de
NADH produites s’oxydent en NAD en parallèle avec la réduction du FMN en
FMNH2 grâce à la NADH:fMN oxydoréductase. Avec le tétradécanal, la luciférase
oxyde le FMNH2 en fMN en produisant de la lumière dont l’émission est détectée
par le luminomètre. Grâce à une courbe standard faite avec des concentrations
connues de glycérol, la luminescence peut être quantifiée et rapportée en glycérol
libéré pal’ les cellules.
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2.11 EXTRACTION ET QUANTIFICATION DES LIPIDES
Extraction
Les cellules 3T3-F442A sont cultivées et différenciées dans des pétris 10 cm2 en
présence de leur milieu respectif Les cellules sont lavées deux fois avec du tampon
phosphate (PBS) et récupérées dans environ 1 mL de PBS. Le contenu cellulaire est
récupéré par homogénéisation au potter et mis en présence de chloroforme méthanol
(2 : 1) et d’une solution saline (NaC1 145 mM) pour une heure avec agitation. Une
couche contenant les lipides en présence du chloroforme est ensuite récupérée par
centrifugation à 24 oc. Le chloroforme est alors évaporé sous jet d’azote. Les lipides
sont dissous dans du chloroforme méthanol (2 : 1) et entreposés à - 20 oc pour
l’analyse par chromatographie sur couche mince.
Chromatographie sur couche mince et quantification des lipides
La chromatograhie sur couche mince (CCM) est une technique qui permet la
séparation des composés d’un mélange sur une matrice de silice (Dobiasova, 1963).
Les lipides migrent dans un mélange hexane éther : acide acétique ($0 20 3) qui
constitue l’éluant. Les différents composants lipidiques (TG, DU, MG, etc.) ainsi
séparés sont visualisés sous vapeurs d’iode et récupérés dans une colonne pour être
détachés de la matrice à l’aide d’une solution de chloroforme méthanol (2 : 1). Le
chloroforme méthanol est évaporé sous jet d’azote et les lipides sont dissous dans 50
à 300 jiL de chloroforme : méthanol (2 1). Les triglycérides et les diglycérides ainsi
extraits sont quantifiés à l’aide de la trousse Triglyceride GPO-PAP (Roche
diagnostics) selon les instructions du fournisseur.
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2.12 DOSAGE DE LA LEPTINE
La quantité de leptine sécrétée a été dosée par Elisa (Enzynze-Linked Immîinosorbent
Assay) à l’aide de la trousse Quantikine M MURTNE (R&D Systems, Inc.), selon le
manuel du fournisseur (Engvall et Perlman, 1971). Des microplaques tapissées
d’anticorps polyclonaux spécifiques à la leptine de souris sont utilisées. Tout d’abord,
la leptine présente dans le milieu cellulaire se lie à cet anticorps fixe. Ensuite, un
second anticorps polyclonal est ajouté. Il est également spécifique pour la leptine de
souris mais il est couplé à une enzyme. L’ajout du substrat de cette enzyme dans ces
microplaques donne lieu à une réaction enzymatique traduite par une couleur bleue.
L’intensité de cette couleur est proportionnelle à la quantité de leptine présente dans
l’échantillon d’intérêt et elle est quantifiable à l’aide d’un spectrophotomètre.
2.13 DosAGE DE L’ADIPONECTINE
Le niveau de sécrétion de l’adiponectine est quantifié par essai radio-immunologiques
à l’aide de la trousse Mouse Adiponectin Ria Kit (Linco Research, Inc.). Une
concentration fixe de l’antigène traceur marqué Adiponectine-I’25 est mise en
présence de différentes dilutions d’anticorps spécifique à l’adiponectine de sorte que
les sites de liaison de l’antigène marqué à l’anticorps se trouve à être limités. Ainsi,
lorsqu’un antigène non marqué est ajouté (adiponectine provenant du milieu de
culture), il y a compétition pour les sites de liaisons. La quantité de traceur
radiomarqué est alors inversement proportionnelle à la quantité d’adiponectine non
marquée se trouvant dans l’échantillon de mesure.
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2.14 IMMuN0BuvARDAGE
Les cellules sont lavées deux fois avec le tampon PBS et grattées pour être récupérées
dans du tampon d’homogénéisation composé de 0,25 M sucrose; 1 mM EDTA; 10
mM Tris pH 7; 1 mM DIE (l,4-Dithiothreitol); 20 ig/mL Leupeptine: 2 tg/mL
Antipain: 1 g/mL Pepstatin. Elles sont homogénéisées à l’aide d’un polytron et
centrifugées à 12 000 g, 10 mm, 4 °C. Les protéines contenues dans l’infranageant
sont récupérées et conservées à - 20 °C. Pour les protéines provenant du tissu
adipeux et celles du foie, la procédure d’homogénéisation est la même que celle pour
les cellules.
La concentration des protéines ainsi extraites est quantifiée à t’aide de la trousse DC
protein assay (BioRad). Les protéines sont dissoutes dans un volume égal de tampon
SDS (Sodium dodecyl sulfate) 2X (1 % SDS; 0,2 M DTT; 0,02 ¾ bleu de
bromophénol) et bouillies 8 minutes avant d’être chargées sur un gel 10 %
acrylamide 29: 1. Les protéines migrent sous un voltage d’environ 100 V durant 2 à
3 heures en présence du tampon de migration (125 mM Tris; 1,25 M glycine; 0,05 %
SDS). Elles sont par la suite transférées sur membrane de polyvinylidene fluoride
(PVDF) (Millipore, Nepean) en présence du tampon de transfert (40 mM glycine; 48
mM Tris; 0,37 % SDS; 20 % méthanol) sous un voltage de 100 V durant 1 heure à
4°C.
La membrane est lavée 3 fois 10 min dans du tampon PBST (PBS iX; 0,1 % Tween
20) puis incubée une heure en présence de la solution de blocage contenant PBST 4
% lait déshydraté. La membrane est ensuite de nouveau lavée avec le tampon PBST
puis incubée durant une heure en présence du premier anticorps anti-HSL (1 : 5000
v/v), anti-TGH (1: 2500 v/v), anti-ATGL (1: 200) ou alors anti-périlipine (1: 2500)
selon le cas, et ce. en présence de la solution de blocage. La membrane est ensuite
lavée et incubée avec le second anticorps anti-lapin (J : 10 000 v/v) pendant une
$0
heure. Finalement, après lavage, le second anticorps est détecté à l’aide de la trousse
ImmobilonTM Western (Millipore).
2.15 INTERFÉRENcE À L’ARN
L’interférence à l’ARN est une technique qui permet une inhibition rapide, mais
partielle de la traduction d’une protéine cible. Elle offre ainsi l’avantage d’étudier la
fonction d’un ou de plusieurs gènes à la fois, et ce, in vitro comme in vivo (Takahiko
et Constance, 2003). Il s’agit d’un mécanisme naturel impliqué dans la défense
cellulaire contre certaines infections virales, initialement mis en évidence chez les
plantes et caractérisé chez le nématode Coenorhabidtis elegans (Wilkins et al., 2005).
S’il y a présence de molécules d’ARN double brins dans la cellule, ils sont
fragmentés en petits duplexes d’ARN interférents (5iRNA: small interftring RA4)
d’environ 19 à 21 nucléotides par une RNAse III appelée Dicer (figure Il). Ceci
induit la formation du complexe Risc (RNA-induced silencing cornpÏex) qui clive
alors toute séquence d’ARNm homologue à celle des siRNA se trouvant ailleurs dans
le génome de la cellule (Tijsterman et Plasterk, 2004).
Construction du plasmide pSilencer’TM 3.l-Hl.hygro.siTGH
Le vecteur pSilencer’TM 3.l-H1.hygro a été obtenu du Dr. Yu Zhenbao (figure 12). Le
choix des quatre amorces (5iTGH1, siTGH2, siTGH3 et siTGH4) pour la construction
du plasmide a été fait à l’aide de l’outil informatique siDesign Center conçu par
Dharmacon (www.dharmacon.comlsidesign). L’ absence d’homologies possibles avec
d’autres protéines parmi les gènes de la souris a été vérifiée à l’aide de ce même
programme. La séquence de chacune des amorces choisies pour cibler la protéine
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TGH est présentée sur le tableau IV. Des bouts cohésifs ont été ajoutés de part et
« autre de ces amorces pour pouvoir être insérées dans le vecteur pSilencerTM 3.1-
Hi .hygro selon les spécifications du manufacturier (Ambion).
Chacune de ces amorces a été hybridée avec sa séquence complémentaire en
chauffant à 70 oc puis en refroidissant graduellement jusqu’à la température ambiante
(environ 25 °C). Les amorces double brins ainsi formées sont ensuite insérées dans le
vecteur pSilencerTM 3.1-H1.hygro à l’aide de la T4 DNA ligase (16°C, toute la nuit).
Des bactéries compétentes DH5-a (Invitrogen) ont été transformées avec les
plasmides pSilencerTM 3.1-HI .hygro.siTGH 1, pSi1encer’ 3.1-Hi .hygro.siTGH2,
pSilencerTM 3.1-Hi .hygro.siTGH3 et pSilencer’TM 3.1-HI .hygro.siTGH4 résultants.
Ceci a été fait par choc thermique (30 minutes à 4 °C. 2 minutes à 42°C et puis 3
minutes à 4 °C). Les bactéries sont incubées toute la nuit à 37 °C dans des pétris 100
mm sur du milieu LB-AGAR sous sélection à l’ampicilline (100 tg/mL) (Sigma).
Cinq clones de chaque transformation ont été prélevés et incubés environ 8 heures en
présence de 3 mL de milieu LB-AGAR 100 ig/mL ampicilline à 37 °C. Les bactéries
sont ensuite transférées dans 50 mL de milieu LB-AGAR 100 pg/mL ampicilline et
incubées toute la nuit à 37 °C. Les plasmides sont extraits et purifiés à l’aide de la
trousse QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen). Les plasmides ont été séquencés par le
service de bioteclmologie du Centre de Recherche de l’Hôpital Sainte-Justine. La
séquence des plasmides pSilencerTM 3.1-H1.hygro.siTGHl. pSilencerTM 3.1-
H1.hygro.siTGH2 et pSilencer’TM 3.1-Hl.hygro.siTGH3 a été donc confirmée. Le
plasmide pSilencerTM 3.1-HI .hygro.siTGH4, quant à lui, n’a pas pu être correctement
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Figure 12 Principe de l’interférence à l’ARN et vecteur utilisé pour la
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construction des plasmides siTGH, siHSL et s1ATGL.
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Construction du plasmide pSilencerTM 3.1-H1.neo.siHSL et pSilencerTM 31
Hl.puro.siATGL:
Les plasmides pSilencerTM 3.1-Hi .neo.siHSL et pSilencerTM 3.1-Hi .puro.siATGL
ciblant les lipases LHS et et ATGL respectivement ont été construits selon le même
protocole décrit ci haut pour TGH. Les vecteurs pSilencerTM 3.i-H1.neo et
pSilencerTM 3.l-Hi.puro ont été toutefois achetés de la compagnie Ambion. Suite aux
analyses de séquençage, seuls les plasmides relatifs aux clones siHSL1. siHSL4.
siATGLI, siATGL2 ont été retenus pour la suite des expériences.
Transfection stable des cellules NIH 313 -F442A
Les cellules sont transfectées de manière stable dans le but de maintenir l’expression
des plasmides et donc pour obtenir une inhibition continuelle de la protéine cible par
interférence à FARN. Pour cela, le plasmide introduit doit être linéarisé pour pouvoir
s’intégrer dans le génome.
Les plasmides pSilencerTM 3.1-Hi .hygro.siTGH i, pSi1encer’ 3.1-HI .hygro.siTGH2
et pSilencerTM 3.1-HI .hygro.siTGH3 ont été linéarisés par digestion à l’aide de
l’enzyme de restriction Hindiil à 37 °C toute la nuit. L’ADN est ensuite extrait au
phénol/chloroforme pour éliminer toute trace d’enzyme.
0,5 x 106 cellules NIH 3T3-F442A ont été ensemencées dans des flacons T-25 et
cultivées jusqu’à $0 % confluence. Les cellules ont été par la suite transfectée à l’aide
de la trousse de transfection Nucleofector® (AMAXA biosystems) suivant le
protocole du manufacturier. Les cellules ainsi transfectées ont été par la suite
sélectionnées en présence des antibiotiques respectifs hygromycine (pour les clones















Tableau IV Amorces utilisées lors de la construction des plasmides pour les
expériences d’interférence à l’ARN.
2.16 STATIsTIQuEs
Sauf indication contraire, les résultats sont exprimés en valeur moyenne ± erreur
standard. Les groupes ont été comparés au moyen du test de Student non-parié.
CHAPITRE 3 RÉSULTATS
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3.1 PRÉADIP0cY TES Nul 3T3-F442A
3.1.1 Djfférenciation des celltties 3 T3-f442A
La différenciation des cellules préadipocytaires NIH 3T3-f442A a été optimisée pour
obtenir la fraction de différenciation adipocytaire maximale qui soit reproductible et
dans tes meilleurs temps possibles. Pour cela, différentes conditions de culture ont été
testées. Par exemple, une meilleure différenciation des cellules a été obtenue en
présence de 10 % SVf (versus 5 %) et 90 % 02 (versus 95 %). De plus, le
prétraitement des pétris et flacons avec 0.1 % gélatine a permis une meilleure
adhésion des cellules et une meilleure longévité des adipocytes. Le niveau de
différenciation a été évalué, par visualisation au microscope. La figure 13 montre
l’acquisition du phénotype adipocytaire des cellules 3T3-F442A suite à l’induction de
la différenciation. La formation des gouttelettes et l’accumulation des lipides sont
visualisées par coloration à l’huile rouge. De façon reproductible, le pourcentage de
différenciation résultant de l’optimisation du protocole de différenciation est
d’environ 80 à 90 % et il est atteint après 8 à 10 jours d’induction.
Pour valider notre système, les propriétés adipocytaires ont été caractérisées. Tout
d’abord, le niveau de transcription des gènes a été quantifié par PCR en temps réel.
Le tableau V met en évidence le changement de l’expression de quelques gènes
adipocytaires suite â l’induction de la différenciation des cellules 3T3-F442A. La
transcription des gènes des lipases LHS, TGH et ATGL est induite de 2,7 fois, 3,4 X
i04 fois et 2,0 X 102 fois, respectivement. Ceci concorde avec l’induction d’autres
gènes adipocytaires incluant entre autres la périlipine (3,0 X 102 fois) et le DGAT1
(5,6 X 102 fois). Le gène de la -actine. quant à lui, subit comme attendu une
suppression progressive tout au long de la différenciation (suppression de 2,5 fois)
(tableau V). La concentration de protéines adipocytaires a également été évaluée
directement par immunobuvardage des lysats cellulaires aux différents jours de
différenciation (figure 14).
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Par chromatographie sur couche mince, les niveaux de 1G et de DG ont été évalués à
20,1 nmoles/106 cellules et 1,2 nmoles/106 cellules, respectivement pour un ratio
DG/TG de 0,06. Dans le TAB1, les niveaux de TG et de DG correspondent
respectivement à 272 ± 43 nmoles/mg de gras et $ ± 2 nmoles/mg de gras pour un
ratio de 0,04 ± 0,02. La fonction lipolytique des cellules NIH 3T3-F442A
différenciées a également été confirmée par dosage du glycérol libéré (figure 15 A).
Pareillement, les cellules acquièrent une fonction endocrine comme démontré par le
dosage du niveau de sécrétion de la leptine (figure 15 B).
Insuline
+
Contrast de phase Huile Rouge
22
Figure 13 Différenciation des cellules préadipocytaires NIH 3T3-F442A. Les
cellules ont été différenciées essentiellement par l’ajout de l’insuline.
La formation des gouttelettes lipidiques a été mise en évidence par








LHS 0,36 + 0,02 0,96 ± 0,06 2,7 t
TGH (6,0+0,4)*10-5 2,1+0,1 3,4*lo4t
ATGL 0,0063 + 0,004 1,17 + 0,08 2,0 * 102 t
Périlipine 0,0023 ± 0,0004 0, 7 + 0,2 3,0 * 102 t
DGATÏ 0.0027 + 0,0002 1,5 ± 0,1 5,6 * 102 f
PEPCK 0,0035 + 0,0002 1,40 + 0.09 4,0 * 102 t
Leptine 1.5 + 0,8 66 + 49 44 t
GAPDH 0,13 +0,04 1,5 +0,4 11 t
13-actine 0,39 ± 0,0$ 0,15 + 0,04 2,5 ..i,
Tableau V Niveau d’induction de l’expression de quelques gènes
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Figure 14 Expression de quelques protéines adipocytaires de la lipolyse au
cours de la différenciation des cellules 3T3-f442A, en comparaison
avec le foie et le tissu adipeux blanc (TABI). Les jours 10. 13. J6. J8.
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Figure 15 Acquisition de A) la fonction lipolytique et B) sécrétion de la
leptine par les cellules 3T3-F442A au cours de la différenciation
adipocytaire. Mesures prises après 24 heures.
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3.1.2 Lipolyse daits les cellules 3T3-f442A dj[féreitciées
Pour établir les conditions optimales à l’activité lipolytique, les cellules ont été
exposées à différentes conditions de cu]ture. Par exemple, le sérum de veau foetal est
riche en facteurs comme l’insuline et qui ont un effet direct sur la libération du
glycérol par les adipocytes. Cependant, l’absence du sérum dans le milieu de culture
entraîne la mort des cellules après 12h d’incubation. Pour cela, 4 % de BSA a été
ajouté au DMEM comme stabilisateur. Les essais de lipolyse effectués en présence
du BSA montrent non seulement une meilleure survie
des cellules, mais aussi le BSA n’interfère pas avec les prises de mesure des quantités
de glycérol sécrétées. Quant à la lipolyse stimulée, cinq différentes concentrations
d’agoniste t33-adrénergique (10 à 200 jiM) ont été testées. Les résultats montrent que
les cellules différenciées répondent à tout cet intervalle de concentration, mais qu’à
une concentration de 100 11M, la lipolyse semblait être optimale (figure 16).
PareiLlement, deux concentrations de TNF-a ont été testées (figure 17). La
concentration de TNf-Œ choisie est 10 ng/mL puisqu’elle donne une plus haute
réponse lipolytique comparée à 100 ng/mL.
La figure 1$ A montre la libération du glycérol par les cellules 3T3-f442A
différenciées à différents temps d’incubation et à trois différentes conditions basale,
stimulée avec l’agoniste sélectif 33-adrénergique, le CL316,243, et stimulée au TNF
x (cytokine pro-inflammatoire). Ce profit lipolytique obtenu est reproductible dans
les conditions optimisées, décrites précédemment. Les résultats montrent que la
lipolyse stimulée par le ligand f33-adrénergique (CL316,243) suit une cinétique
différente de celle basale et celle activée par le TNF-x. En effet, aux premières 60
minutes d’incubation, la quantité de glycérol libéré en réponse au CL3 16.243 (0,26 ±
0,02 moles/g ADN) est significativement plus élevée que celle à l’état basal (0,025
± 0,007 moles4tg ADN) et celle après induction par le TNf-a (0,04 ± 0,01
moles/g ADN). La vitesse de sécrétion du glycérol en réponse au CL316,243
diminue progressivement pour atteindre un taux de 0,0030 ± 0,0005 jimoles/j.tg
93
ADN/h à 24 heures. La lipolyse basale et celle stimulée au TNF-Œ atteignent leur
vitesse maximale entre 0,5 et 2,0 heures d’incubation (0,061 ± 0,007 jimoles/jig
ADN/h pour le basal et 0,070 ± 0,0 10 ..tmoles4tg ADN/h en présence du TNf-Œ)
(figure 1$ B). Les résultats présentés à la figure 1$ A montrent que la libération du
glycérol est plus importante en présence du TNF-Œ qu’à l’état basal. Bien que cette
augmentation ne soit pas statistiquement significative, elle est reproductible. De plus,
cet écart entre la lipolyse basale et celle stimulée au TNf-o est de plus en plus
important au cours du temps.
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Figure 16 Optimisation de la concentration du ligand 33-adrénergique,
CL316,243 pour la mesure de la lipolyse dans les cellules



























Concentration TNF-Œ 10 ng/mL 100 ng/mL
Figure 17 Optimisation de la concentration de TNF-a pour la mesure de la





















Figure 18 La lipolyse dans les adipocytes 3T3-F442A. A) Quantité totale de
glycérol libéré à l’état basal, stimulé par CL316,243 et stimulé par TNF
Œ, à différents temps d’incubation. B) Vitesse de relâche de glycérol selon

























3.2 FIBR0BLAsTEs EMBRYONNAIRES LUS+l+ ET LHS-/
3.1.3 Caractérisation de la djfférenciation desfibrobtastes ernbiyonitaires
Le protocole de différenciation de la culture primaire de fibroblastes embryonnaires a
été optimisé à partir du protocole de différenciation des préadipocytes NIH 313-
F442A ainsi que des données disponibles dans la littérature. Les essais initiaux ont
montré que bien qu’en présence de l’insuline, de l’IBMX et du dexamethasone, la
différenciation des lignées primaires est plus que trois fois plus longue que celles des
préadipocytes 3T3-F442A (environ 30 jours vs 8 à 10 jours). De plus, suivant ce
protocole. le pourcentage de différenciation était très variable entre les essais (figure
19).
Le rosiglitazone (1 iM), un agoniste du facteur de transcription PPARç a été ajouté
au cocktail de différenciation. Les résultats montrent quen présence du rosiglitazone,
le pourcentage de différenciation est amélioré, soit 70 % de différenciation par
rapport à environ 30 % en son absence (figure 20 A). Bien que les résultats de
lipolyse montrent que le rosiglitazone n’a pas d’effet direct sur la lipolyse (figure 20
B), il est retiré du milieu au moins 24 heures avant les essais de lipolyse sur ces
cellules. Cela dit, ces observations démontrent la capacité des cellules à se
différencier malgré l’absence de la LHS (figure2 1).
Tout comme pour les cellules 3T3-F442A, les fibroblastes embryonnaires
différenciés en culture ont été testés pour leurs propriétés adipocytaires. D’abord, les
niveaux de transcription des gènes spécifiquement adipocytaires ont été quantifiés par
PCR en temps réel. Le tableau VI montre les résultats obtenus. Pour ce système,
l’induction de la transcription des gènes adipocytaires est détectable. Toutefois, les
niveaux d’ARNm d’intérêt mesurés après différenciation sont plus bas que ceux
observés dans les cellules 3T3-f442A différenciées (tableau V). Cela dit, ces
9$
observations concordent avec le moindre niveau de différenciation de ces cellules.
D’ailleurs, ceci est également reflété par l’abondance du gène de la 3-actine dans les
cellules fibroblastes différenciées par rapport aux cellules 3T3-F442A différenciées.
Pour un pourcentage de différenciation semblable entre la lignée LHS+I+ et la lignée
LHS -I- (figure 21), l’expression de la lipase hormono-sensible est indétectable dans
les cellules LHS-/- différenciées. Dans ce même lysat de cellules, l’expression de la
périlipine, quant à elle, semble être détectée au même niveau dans les deux lignées, ce
qui reflète un pourcentage de différenciation similaire entre les cellules LHS+/+ et
LHS-/- (figure 22).
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Figure 19 Différenciation des fibroblastes embryonnaires normales (LHS+I+)
et déficientes en lipase liormono-sensible (LUS-I-). La formation des






















CL3 16,243 Rosiglitazone CL3 16,243 +
Rosiglitazone
Figure 20 Effet du rosiglitazone sur A) la différenciation et B) la lipolyse
dans les fibroblastes embryonnaires normales (LHS+/+). Pour le
dosage du glycérol, toutes les cellules ont été différenciées à l’aide du
rosiglitazone et mises par la suite en présence et/ou en absence du
CL316,243 (100 tM) et du rosiglitazone (10 iM) pour une heure






Gène LHS +1+ LIIS -I
LHS 1,4±0,3 0,02±0,01*





3-actine 1,3 ± 0,2 0,2 ± 0,1
GAPDH 0,3 ±0,1 0,2±0,1
Tableau VI Profil d’expression d’ARNm adipocytaires dans les fibroblastes
embryonnaires normaux (LHS+/+) et déficients en LHS (LHS-/-)
après différenciation. 3, *p<o,o5 vs LHS+/+.
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3.1.4 Lipolyse dans les cellules fibroblastes embryonnaires LHS+/+ et LHS-/
djfférenciées
La figure 23 montre les résultats de lipolyse dans les fibroblastes embryonnaires
LHS+/+ et LI-15-I- à chacun des états: basal, stimulé au CL3 16,243 et stimulé au
TNf-Œ après une période de 24 heures d’incubation. Une lipolyse basale est détectée
en absence de la LHS, soit 0,05 ± 0,01 tmolesIig ADN. Statistiquement, elle n’est
pas différente de la lipolyse quantifiée dans les fibroblastes de génotype normal
(LHS+/+), soit 0,06 ± 0,02 tmoles4tg ADN. La réponse à l’agoniste 33-adrénergique
(CL316,243) est quant à elle réduite d’environ 30 % dans les cellules LHS-/-. Bien
que la moyenne du niveau de glycérol libéré en présence du TNF-a soit également
réduit dans les cellules LHS-/- (0,10 ± 0,02 jimoles/ig ADN vs 0,16 ± 0,04
imoles/tg ADN), ces réponses ne diffèrent pas de façon statistiquement
significative.
3.1.5 Sécrétion de l’adiponectine dans les cellules fibroblastes embryonnaires
LHS+/+ et LHS -/- djfférenciées
L’adiponectine sécrétée par les cellules LHS+/+ et LHS-/- différenciées a été dosée
selon chacune des conditions : basale, I33-adrénergique et stimulée au TNF-Œ. La
figure 24 montre des résultats préliminaires obtenus après une période d’incubation
de 5 heures. Les données ne montrent pas de différence dans les niveaux
d’adiponectine entre les génotypes normal (LHS+/+) et déficient en LHS (LHS-/-).
De plus, dans ces conditions d’incubation, il n’y a pas de différence observée quant à
la réponse aux différents stimuli ce qui suggère que les niveaux de sécrétion de
l’adiponectine sont indépendants de l’expression de la LHS.
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LHS +/+ LH$ -/-
Figure 21 Différenciation des fibroblastes embryonnaires LHS+/+ et LUS-I-.
Microscopie à contraste de phase.
LHS
Périlipine A
Figure 22 Expression de la LUS et de la périlipine dans les cellules
fibroblastes embryonnaires après induction de leur différenciation.
40 pg de protéines ont été utilisées à partir de lysat de cellules
différenciées LHS+/+ et LHS-/- ainsi que du tissu adipeux blanc














Figure 23 Activité lipolytique dans les fibroblastes embryonnaires normaux
(LHS+/+) et déficientes en lipase hormono-sensible (LHS-/-). Essais








Figure 24 Niveaux d’adiponectine sécrétée par les fibroblastes
embryonnaires normaux (LUS+I+) et déficients en lipase
hormono-sensible (LUS-I-) différenciés. Les données ont été prises












3.3 ATTÉNuATcor DE L’EXPRESSION DE TGH PAR INTERFÉRENCE À L’ARN
Les résultats obtenus dans les études effectuées sur les modèles de souris et
d’adipocytes différenciés en culture suggèrent donc l’existence d’une lipase LHS
indépendante. Pour étudier l’effet potentiel de la lipase candidate, identifiée au
laboratoire par Soni et al., la TGH, nous avons procédé à des expériences
d’interférence à l’ARN. L’AYGL est également une lipase candidate dans la lipolyse
LHS-indépendante. Des expériences d’interphérence à l’ARN ciblant l’ATGL sont en
cours et les résultats ne sont donc pas présentés dans ce mémoire.
3.1.6 Construction des clones et transfection
Les cellules ont été d’abord testées pour leur efficacité de transfection. Les techniques
de lipofection (Lipofectamine. Fugene. Polyfect. DOTAP. PEI) n’ont permis que de
très faibles pourcentages de transfection, soit moins que 5 %. L’electroporation, quant
à elle, entraînait une mortalité trop élevée des cellules (plus que 50 %) en plus d’une
efficacité de transfection nulle. Nous avons donc opté pour la méthode Amaxa à
l’aide de la trousse de transfection Nucleofector®. Ceci nous a permis d’atteindre
entre 40 et 50 % d’efficacité de transfection (figure 25).
Les celluLes 3T3-f442A non différenciées ont été donc transfectées de façon stable
avec les vecteurs pSilencerTM 3.1-H1.hygro (contrôle négatif), pSilencerTM 3.1-
H1.hygro.siTGHl, pSilencerTM 3. l-Hl .hygro.siTGH2 et pSitencerTM 3.1-Hl .hygro.
siTGH3 à l’aide de ce protocole. Cependant, les résultats présents correspondent aux
données préliminaires obtenues sur les clones 313-f442A-siTGH2. Les expériences
concernant les autres clones sont en cours.
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3.1.7 Détection de l’expression de la TGH dans les cellules 3T3-f442A-
siTGH2 différenciées
Le niveau de différenciation des clones stablement transfectés, 313-F442A.siTGH2,
était similaire à celui des cellules 3T3-F442A de type normal (figure 26 A). La
quantification de l’ARNm dans ces cellules a montré une baisse de $5 % des niveaux
de transcrits TGH (figure 26 B). Par immunobuvardage à partir du lysat des cellules
313-F442A.siTGH2 différenciées, nous avons démontré une atténuation d’au moins
50 % de la protéine TGH (figure 26 C).
3.1.2 La lipolyse dans les cellules 3T3-f442A-siTGH2 différenciées
La lipolyse a été quantifiée dans les cellules 3T3-F442A.siTGH2 (figure 27). Les
résultats obtenus montrent que l’activité lipolytique est abaissée dans chacune des
conditions lipolytiques, basale, stimulée au CL3 16,243 et celle stimulée au TNF-Œ.
Après 24 heures d’incubation, la quantité de glycérol libéré par les cellules 313-
F442A.siTGH2 est diminuée de 27,9 % à l’état basal, de 44,0 % en réponse au
CL316,243 et de 54,5 ¾ en réponse au INf-Œ.
10$
GfP
Figure 25 Efficacité de transfection des préadipocytes Nul 3T3-F442A. Les
cellules non différenciées ont été transfectées avec un vecteur























Figure 26 Atténuation du gène de la TGH par interférence à l’ARN dans les
cellules 3T3-F442A. A) Microscopie B) Quantification de 1’ARNm
par PCR en temps réel (p<0,O5). C) Analyse immunobuvardage.
TAB1: tissu adipeux blanc de génotype normal; ND: non
















Activité lipolytique dans les cellules 3T3-F442A différenciées
























4.1.1 Djfférenciation des 3T3-f442A : considérations techniques:
Mise au point du protocole de différenciation des cellules 3T3-F442A
La lignée cellulaire NIH 3T3-f442A est prédisposée à se différencier en adipocytes
sous les conditions de culture appropriées (Green and Kehinde 1975). Nous avons
choisi ce type de cellules pour sa capacité connue à se différencier en adipocytes plus
aisément que les autres lignées cellulaires. Contrairement aux cellules
préadipocytaires 3T3-L1, par exemple, les cellules 3T3-F442A ne nécessitent pas la
présence du IBMX et du dexamethasone pour se différencier.
En exposant les cellules à différentes conditions de culture, nous avons ajusté les
paramètres de différenciation et standardisé le protocole. Avec le modèle des 3T3-
F442A, nous obtenons un haut pourcentage de différenciation ($0 à 90 %), constant
et reproductible entre chaque essai (figure 12). De plus, ce pourcentage est atteint
dans des délais reproductibles, soit 10 jours.
Caractérisation de la différenciation des cellules 3T3-F442A
Une fois induites, les cellules accumulent progressivement les lipides comme
démontré par coloration à l’Huile Rouge (figure 12), un colorant utilisé pour marquer
les lipides neutres (Ramirez-Zacarias, Castro-Munozledo et al. 1992). Les adipocytes
différenciés en culture présentent un aspect multivésiculaire. Ceci ressemble plus aux
préadipocytes qu’aux adipocytes matures de l’animal qui sont d’aspect
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monovésiculaire. Par ailleurs, l’adipocyte différencié en culture porte beaucoup de
similitudes par rapport aux adipocytes du TAB1, tel que démontré par la détection de
l’expression de l’ARNm et des protéines spécifiquement adipocytaires ainsi que par
l’acquisition de la fonction lipolytique.
Il n’y avait pas de différence notée entre le rapport DG/TG dans le TAB1 et les
cellules 3T3-F442A différenciées, soit 0,06 pour les cellules 3T3-F442A et 0,04 ±
0,02 pour le TAB1. Cela dit, le dosage des lipides intracellulaires dans les cellules
différenciées en culture a été effectué une seule fois et reste donc un résultat
préliminaire. Toutefois, nous avions auparavant réalisé des essais d’optimisation pour
évaluer le rendement de l’extraction des lipides. Cette technique nous a permis
d’obtenir un pourcentage allant de 80 à 90 %.
Le ratio DG/TG permet dévaluer le profil lipidique de l’adipocyte. Dans le TABI des
souris LHS-/-, le ratio DG/TG est augmenté (Fortier, Soni et al. 2005). Ceci
s’explique par l’affinité de la LHS pour les DG (Fortier, Soni et al. 2005). Le
changement du rapport DG/TG sera éventuellement étudié dans le modèle des
cellules 3T3-F442A différenciées dans lesquelles sont préalablement atténuées les
lipases LHS, TGH et ATGL
Étude de la transcription dans les cellules 3T3-F442A différenciées
Dans la littérature, la quantification de l’ARNm par PCR en temps réel est
habituellement exprimée en valeurs relatives du niveau de transcription du gène
d’intérêt, normalisées avec celui d’un gène contrôle. Ce dernier doit être invariable
entre les différents échantillons étudiés. Pour cela, trois messagers sont
habituellement employés : l’ARN ribosomale (ARNr) 1 8S, la -actine et la
114
glycéraldéhyde3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) (Bustin 2000). L’utilisation
de chacun de ces marqueurs comporte toutefois des inexactitudes dans le cas des
cellules en différenciation.
La séquence de l’ARNr 18g est dépourvue de la queue polyA et son ADNc ne peut
donc pas être synthétisé avec l’amorce dT (Argyropoulos, Psallida et al. 2006). La
procédure de synthèse de l’ADNc de l’ARNr 18S doit donc être faite séparément.
Ceci introduirait une marge d’erreur additionnelle aux mesures. Nous avons donc
exclu l’utilisation de ces gènes comme témoins.
Nos résultats ont démontré que le niveau de transcription du gène de la -actine est
atténué dans les cellules différenciées (tableau V). Ceci concorde avec les données de
la littérature qui suggèrent que les changements morphologiques des cellules lors de
leur différenciation soient en étroite association avec la baisse de la synthèse des
protéines du cytosquelette (Spiegelman and Farmer 1982). La -actine ne peut donc
pas être utilisée comme contrôle interne.
Inversement, nos résultats montrent que la transcription du gène de la GAPDH est
induite lors de la différenciation des cellules (tableau V). La GAPDH est une enzyme
de la glycolyse. Son niveau d’expression corrèle d’ailleurs avec l’obésité et concorde
avec l’augmentation de l’activité glycolytique et la synthèse des acides gras (Renes,
Bouwman et al. 2005). Comme beaucoup d’autres protéines du métabolisme
lipidique, l’expression de la GAPDH est alors induite lors de la différenciation des
adipocytes (Dugail, Quignard-Boulange et al. 1988) et ne peut donc pas être utilisée
comme contrôle.
Aucun de ces marqueurs ne peut donc être employé comme contrôle interne
puisqu’ils ne sont pas applicables au modèle de cellules en cours de différenciation.
Ceci met en doute certaines conclusions rapportés dans la littérature (Hong, Huo et al.
2004; Yang, Hsu et al. 2004; Omatsu-Kanbe, moue et al. 2006). Nous avons donc
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décidé de rapporter les résultats en valeurs absolues par jig d’ARN de départ utilisé
pour la synthèse de l’ADNc. L’identification d’un transcrit stablement exprimé au
cours de la différenciation serait d’une grande utilité pour les études futures.
Dans les cellules 3T3-F442A, nous avons confirmé l’expression de plusieurs gènes
associés à l’adipocyte mature (tableau V). En effet, leur niveau de transcription est
significativement induit lors de la différenciation. C’est le cas des gènes reliés à
l’adipogenèse (DGAT1, PEPCK) tout comme de ceux de la fonction lipolytique
(LHS, TGH, ATGL, périlipine). De plus, en collaboration avec Dr. K. Soni, nous
avons démontré chez ces cellules l’expression de la périlipine et de la TGH par
immunocytochimie (Soni, Lehner et al. 2004).
Dans la littérature, les cellules 3T3-F442A, tout comme les 3T3-L1, sont souvent
laissées en différenciation pendant $ jours, période après laquelle les essais sont faits
(Hauner 1990). Dans notre système, les études ont été faites à 10 jours post-induction
de la différenciation des cellules 3T3-F442A étant donné la consistance du degré de
différenciation, la croissance et la viabilité au cours des études de lipolyse ainsi que
de la reproductibilité des résultats. Au cours de la différenciation, les cellules 3T3-
f442A acquièrent la capacité d’hydrolyser leurs réserves lipidiques, comme démontré
par le dosage du glycérol libéré dans le milieu de culture. Ces cellules sont également
capables de sécréter l’adipocytokine, leptine (figure 14 B). Dans notre système, nos
résultats montrent également que les cellules 3T3-f442A atteignent un niveau de
différenciation avancé à partir du 8me jour d’induction. Nous avons démontré ceci
morphologiquement, par analyse microscopique et coloration à l’Huile Rouge (figure
12). Nous avons également démontré la mise en place de l’appareil lipolytique entre 8
et 10 jours par détection de l’expression des lipases LHS, TGH et ATGL ainsi que la
périlipine par immunobuvardage (figure 13). Cependant, la quantité de glycérol libéré
aux différents jours de différenciation des cellules 3T3-f442A ne plafonne pas
(figure 14 A). Au contraire, au I 6ième jour post-induction, la relâche du glycérol reste
en augmentation. Cependant, après environ 12 à 15 jours, nous avons détecté un
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déclin dans la croissance des cellules. De plus, après une longue période de culture,
quelques cellules peuvent entrer en sénescence. Les adipocytes sont de nature fragile
par rapport à d’autres types cellulaires tels les fibroblastes et les cellules du muscle
par exemple. En accumulant les lipides, les adipocytes prennent progressivement une
forme sphérique et leur surface d’ attache sur le pétri est alors réduite. Les adipocytes
éclatent ou finissent tout simplement par se détacher lorsque les gouttelettes sont
engorgées de lipides.
Lors des essais de lipolyse, les cellules sont lavées et le sérum est retiré du milieu
pour approximativement 14 heures. Environ après deux semaines de différenciation,
les cellules deviennent de moins en moins résistantes à ce stress et décollent de la
surface du pétri.
Finalement, la fraction de différenciation est moins consistante après 8 jours qu’après
10 jours. C’est donc pour l’ensemble de ces raisons que nous avons décidé de
procéder aux essais à 10 jours post-induction.
4.1.2 La tipotyse dans tes adipocytes 3T3-f442A:
Mise au point de la lipolyse dans les cellules différenciées en culture
L’activité lipolytique est sensible aux variations des conditions de culture. Nous
avons donc optimisé les dosages du glycérol et mis en place un protocole selon lequel
les cellules répondent de manière stable et reproductible.
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En retirant le sérum du milieu de culture environ 14 heures avant les essais, nous
éliminons toute interférence pouvant être causée par les diverses composantes du
SVF. En effet, ce dernier est riche en facteurs ayant un effet sur la lipolyse tels
l’insuline. Les cellules sont plutôt exposées à 4 % d’albumine de sérum bovin (BSA).
La BSA est souvent utilisée pour stabiliser les enzymes sans en affecter les fonctions.
Sa présence dans le milieu de culture permet la stabilité de l’intégrité des cellules et a
pour effet d’éliminer la mortalité cellulaire due au retrait du sérum.
Nous quantifions l’activité lipolytique par lè dosage du glycérol libéré par les cellules
dans le milieu. À cet effet, nous utilisons une méthode de luminométrie sensible, mise
au point au laboratoire pour détecter des concentrations de glycérol aussi faibles que
0,00 1 mM. Pour cela, des aliquots de 20 tL suffisent au dosage.
Pour étudier la lipolyse 33-adrénergique, nous utilisons 100 iM de l’agoniste
CL3 16,243 (figure 15). Nos résultats ont montré que les cellules différenciées ont une
plus haute réponse aigu à cette concentration. De plus, elle correspond à la
concentration de CL3 16,243 utilisée au laboratoire sur les modèles de souris et des
adipocytes isolés.
Tout comme rapporté dans la littérature, nous utilisons le TNF-a à une concentration
de 10 ng/mL (Souza, Palmer et al. 2003). Nous avons toutefois testé l’effet de l’excès
de cette cytokine sur le niveau de relâche du glycérol. Nous n’avons détecté aucune
augmentation de la lipolyse basale après traitement des cellules différenciées avec
100 ng/mL de TNf-ci. durant 24 heures (figure 16). Ruan et al. ont rapporté que le
traitement des adipocytes 3T3-L1 avec la cytokine TNF-a avait pour effet une
suppression des gènes adipocytaires et une induction des marqueurs préadipocytaires
(Ruan, Hacohen et al. 2002). Entre autres, le gène de la LHS est supprimé de 5,8 fois
dans les cellules 3T3-L1 différenciées traitées 24 heures avec 1 nmoles/L de TNf
Œ (- 17,1 ng/mL) (Ruan, Hacohen et aÏ. 2002). L’absence d’une réponse au TNF-Œ à
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une concentration de 100 ng/mL pourrait donc être expliquée par la suppression de
l’appareil lipolytique des cellules. Engelman et al. ainsi que d’autres ont rapporté la
capacité du TNF-Œ a supprimer l’expression de gènes spécifiquement adipocytaires.
De plus, les cellules traitées avec cette cytokine pendant 7 jours perdent leur
phénotype adipocytaire et leur morphologie devient similaire à celles des fibroblastes
(Engelman, Berg et al. 2000).
Profil lipolytique des cellules 313-F442A différenciées
Notre système de cellules différenciées en culture nous a permis de quantifier la
lipolyse sur une période étalée sur 24 heures. Dans les cellules 3T3-F442A
différenciées, ce profile lipolytique est reproductible. La lipolyse stimulée par le
CL316,243 suit une cinétique différente de celle à l’état basal et celle activée par la
cytokine TNF-Œ .(figure 17).
La lipolyse basale
En absence de la cytokine TNf-Œ ainsi que du ligand f33-adrénergique (CL316,243),
il y a un niveau basal de relâche du glycérol par les cellules différenciées. Nos
résultats montrent qu’il constitue une fraction majeure par rapport à la lipolyse
stimulée. Ceci met en évidence l’existence d’un mécanisme capable d’assurer de
façon chronique une utilisation minimale des réserves lipidiques à l’intérieur de
l’adipocyte. Bien que la quantité totale de glycérol sécrété dans le milieu augmente
avec le temps, la vitesse de cette lipolyse basale est néanmoins diminuée. Ceci
pourrait être le résultat d’une déplétion des réserves lipidiques à l’intérieur des
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cellules différenciées. Une autre explication serait le déclin de l’état des cellules après
une longue période d’incubation dans un milieu privé de sérum. Les observations
microscopiques n’ont pas décelé une mortalité marquante des cellules ni un
changement notable dans la taille des gouttelettes lipidiques. Il serait toutefois utile
d’évaluer la viabilité des cellules par exemple en mesurant des marqueurs
apoptotiques. Ceci permettrait de vérifier s’il s’agit d’une atténuation des mécanismes
responsables de l’hydrolyse des lipides en réponse à une forte baisse des réserves
lipidiques.
La lipolysçJi-adrénergique
Les différents essais lipolytiques dans les cellules 3T3-f442A différenciées ont
montré que la réponse 3-adrénergique atteignait sont plus haut niveau de stimulation
durant les deux premières heures suivant l’induction au CL3 16,243. Les résultats
montrent qu’après 30 minutes d’incubation, la vitesse de libération du glycérol est
environ 10 fois plus élevée dans les cellules traitées avec le CL3 16,243 par rapport à
la vitesse à l’état basal (figure 17 B). À partir d’environs 4 heures d’incubation,
l’écart entre la réponse f33-adrénergique et la réponse basale est de plus en plus petit
avec le temps. La réponse lipolytique face au stress 33-adrénergique est donc aigu et
plafonne par la suite.
Les récepteurs adrénergiques sont activés par les catécholamines pour inciter la
cellule à répondre face à une réaction de stress. Les récepteurs 3-adrénergiques
seraient impliqués dans la sensibilité des cellules adipeuses à fournir de manière
rapide de l’énergie provenant de l’hydrolyse des lipides (Farias-Silva, Grassi
Kassisse et al. 1999). En exposant les cellules au CL3 16,243, les facteurs lipolytiques
qui sont sous influence du récepteur 33-adrénergique seraient activés de manière
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aigu. À l’échelle de l’animal intact, ce phénomène est observé lorsque l’organisme
fait face à une situation de stress où il est en besoin énergétique immédiat.
Pour mieux comprendre la lipolyse j33-adrénergique, il serait important de
comprendre les mécanismes responsables de l’atténuation progressive de la réponse
au CL3 16,243 qui a lieu tout au long de la période de 24 heures d’incubation. De
nombreuses études ont rapporté que le récepteur 33-adrénergique était résistant à une
désensibilisation puisqu’il est dépourvu de sites de phosphorylation dont la séquence
consensus est requise pour la désensibilisation par les kinases à sérines (Barnes 1995;
Giacobino 1995; Blaise, Grober et al. 1999; Wozniak, Schramm et al. 2000).
Pourtant, Atgié et al. ont rapporté que les récepteurs [33-adrénergiques dans les
cellules du tissu adipeux blanc épididymal in vivo sont désensibilisés par une
exposition chronique au CL316,243 (7 jours) (Atgié, faintrenie et al. 199$). Il a été
également rapporté dans une autre étude que le récepteur f33-adrénergique est sujet à
une désensibilisation à long terme (Vicario, Candelore et al. 199$). Nos observations
sont consistantes avec celle des autres études et suggèrent que la lipolyse f33-
adrénergique peut être supprimée malgré le manque de ces sites de phosporylation sur
le récepteur 33-adrénergique.
La lipolyse stimulée au TNF-a
Les études portant sur l’obésité et la résistance à l’insuline portent beaucoup d’intérêt
sur la régulation de la lipolyse par les phénomènes inflammatoires dans le tissu
adipeux. La cytokine pro-inflammatoire, TNF-a, stimule la relâche du glycérol, mais
diminue l’expression de la LHS (Raclot, Dauzats et al. 199$; Rosenstock, Greenberg
et al. 2001). Le TNF-u agirait donc par une voie LHS-indépendante. Nos résultats
montrent qu’en présence du TNf-a, la lipolyse suit la même cinétique que celle à
l’état basal et que l’induction par cette cytokine est graduelle avec le temps. Bien
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qu’elle ne soit pas statistiquement significative par rapport au niveau basal, cette
constante augmentation est reproductible entre les essais. Dans une situation
physiologique, ces élévations mineures deviennent substantielles avec le temps, ce
qui pourrait se traduire en une accentuation du défaut métabolique chez l’organisme.
De plus amples études seraient utiles et nécessaires pour la caractérisation de la
lipolyse médiée par le TNf-Œ. Par exemple, il serait intéressant de tester l’effet de
cette cytokine sur la lipolyse suite à une plus longue période d’incubation (36 heures,
par exemple). L’écart serait alors possiblement significatif. L’utilisation d’inhibiteurs
tels AICAR (inhibiteur de l’AMPK), le PD-98059 (inhibiteur de la voie ERK) et H-
89 (inhibiteur de la PKA) permettraient de tracer les mécanismes moléculaires
affectés par TNF-Œ en lien avec la lipolyse adipocytaire.
4.2 FIBR0BLAsTEs EMBRYONNAIRES LHS+I+ ET LHS-/
4.2.1 Différenciation desfibrobtastes embryonnaires LHS+/+ et LH$-/-:
Le modèle des fibroblastes embryonnaires différenciés en culture offre l’avantage
d’étudier l’effet de la déficience de la lipase hormono-sensible en dehors des effets
inter-organes. Plus précisément, ce système permet de vérifier les effets
physiologiques observés chez les souris LHS-/- et qui découlent de la déficience en
LHS dans d’autres tissus. Lors de cette étude, nous avons optimisé les conditions de
culture et mis en place un protocole de différenciation des cellules primaires de
fibroblastes embryonnaires (figure 18).
Tout d’abord, par cette étude, nous avons démontré que la LHS n’est pas essentielle à
la différenciation des cellules en adipocytes. L’ajout de l’agoniste PPARy, le
rosiglitazone, au cocktail d’induction (IBMX, DEX et INS) a permis d’améliorer le
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pourcentage de différenciation et de le rendre reproductible entre les essais.
L’accumulation des lipides et la formation des gouttelettes lipidiques ont été
démontrées par microscopie et coloration à l’Huile Rouge. Les observations n’ont pas
montré de différence phénotypique entre les cellules différenciées LHS+/+ et LH$-/
(figure 20).
L’hétérogénéité des cellules du tissu adipeux provenant des souris déficientes en LHS
n’a pas été observée en culture. Les cellules différenciées in vivo constituent un
système homogène de par la stabilité des conditions de culture. Ceci contraste avec
les différents évènements externes pouvant influencer l’histologie du tissu adipeux
des souris tels l’apport alimentaire, l’âge, la présence de tissu conjonctif et des
différences hormonales locales et circulantes. Ainsi, une limite majeure de notre
système d’étude est que les cellules fibroblastes embryonnaires différenciés en
culture n’atteignent pas un stade aussi avancé qu’un adipocyte du tissu adipeux de
l’animal. Ils sont également à un stade de différenciation plus précoce que les cellules
3T3-f442A différenciées. Cela dit, les gouttelettes ne sont pas assez engorgées de
lipides pour éclater et déclencher des évènements cellulaires in vitro.
Une hypothèse est que l’hétérogénéité observée dans le TAB1 des souris LHS-/
découle de tels évènements. En effet, l’hypertrophie de certains adipocytes
déclencherait une réponse cellulaire à ce stress physique suivie par une nécrose et un
détachement de l’adipocyte, la libération de son contenu et l’invasion par les
macrophages (Cinti, Mitchell et al. 2005). Nos études démontrent que les premières
étapes de différenciation sont semblables entre les cellules LHS-/- et les cellules
contrôles LHS+/+. Notre modèle ne permet pas l’étude des différences entres les
adipocytes matures ni l’influence des cellules inflammatoires sur ce processus.
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4.2.2 La tipotyse dans tesfibrobtastes embryonnaires LHS+/+ et LHS-/
djfférenciés:
Nos études démontrent que l’absence de la LHS ne bloque pas l’activité lipolytique
puisque la libération du glycérol est détectable dans ces cellules (figure 21). Ces
observations concordent avec les résultats obtenus chez la souris et l’adipocyte isolé
et confirment l’existence d’au moins un mécanisme alternatif compensant pour
l’absence de la LHS (Fortier, Wang et al. 2004). Il s’agit donc d’un mécanisme
pouvant être régulé de façon intrinsèque par l’adipocyte et indépendamment des
effets inter-organes. Cependant, dans les cellules embryonnaires différenciées, le
niveau moyen de la lipolyse basale en absence de la LHS est inférieur à celui en
présence de la LHS. Ces deux valeurs ne sont toutefois pas statistiquement
différentes. Cette observation diffère de ce qui a été obtenu pour l’adipocyte isolé des
souris LHS-/- où la lipolyse basale en absence de la LHS est supérieure à celle des
adipocytes LHS+/+ (fortier, Wang et al. 2004). Cette divergence dans les résultats
peut justement être due à l’absence des interférences physiologiques externes.
Cependant, les résultats obtenus avec la culture primaire de fibroblastes
embryonnaires portent sur une seule lignée de chaque génotype. Le pourcentage de
différenciation ainsi que la capacité de réponse lipolytique peut différer d’une lignée
à une autre dépendamment de la prédisposition des lignées à se différencier en
adipocytes. Afin de tirer des conclusions définitives, il serait nécessaire de tester
différentes lignées d’embryons LHS+/+ et LHS-/- et qui sont issus de différentes
souris parentales.
Dans les cellules embryonnaires LHS-I- différenciées, la réponse au CL3 16,243 est
atténuée d’environs 30 %. Ceci concorde avec les résultats obtenus dans le modèle de
l’adipocyte isolé et de l’animal intact. Cela dit, la détection d’une réponse f3-
adrénergique dans les cellules LHS-/- différenciées, démontre qu’il existe un
mécanisme par lequel 1’AMPc induit la lipolyse autre que par l’activation de la LHS.
Ceci suggère que les lipases candidates partagent un mécanisme d’activation de
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l’hydrolyse des lipides. Une explication possible est que le détachement de la
périlipine de la gouttelette lipidique une fois phosphorylée en réponse au CL3 16,243
permet l’accès des autres lipases candidates aux TG de la gouttelette lipidique (figure
9).
Peu de données sont connues sur les mécanismes d’activation de la lipolyse par la
cytokine TNF-Œ. Selon les résultats obtenus, le moyen de la lipolyse stimulée au
TNF-Œ est plus bas dans les cellules LHS-/- que dans les cellules LH$+/+. Le TNF-a
jouerait donc un râle dans la lipolyse dépendante de la LHS comme dans la lipolyse
médiée par les lipases non-LHS. Cependant, cette atténuation n’est pas significative
et d’autres essais avec de nouvelles lignées permettraient de mieux conclure quant à
l’effet de cette cytokine sur la lipolyse.
4.2.3 Sécrétion de t’adiponectine par tesfibrobtastes embryonnaires
LHS+/+ et LHS-/- différenciés:
Le dosage de l’adiponectine dans les cellules primaires différenciées est préliminaire.
Il ne semble pas y avoir de différence dans la sécrétion de l’adiponectine en présence
ou en absence de la LHS dans les conditions de mesure présentées à la figure 22.
Chez les souris déficientes en LHS, les niveaux circulant d’adiponectine sont abaissés
(Harada, Shen et al. 2003). Peu de données sont connues à propos de la régulation de
l’adiponectine en lien avec l’activité lipolytique. Dans le TAB1 des souris LH$-/-, la
baisse des niveaux de sécrétion de l’adiponectine serait causé par une inhibition due à
la grosseur de la taille des adipocytes. Nos résultats vont contre un défaut primaire de
la sécrétion de l’adiponectine dans les cellules LHS-/-. D’autres conditions de mesure
doivent donc être testées pour pouvoir en conclure, telle la durée d’incubation des
stimulants. Ceci permettrait de vérifier si l’effet de la diminution de l’adiponectine
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chez les souris LHS-/- est dû à la déficience en LHS ou à une régulation indépendante
des adipocytes.
4.3 ATTÉNuATIoN DE L’EXPRESSION DE LA TGH DANS LES CELLULES 3T3-
F442A PAR INTERFÉRENCE À L’ARN
Nous avons utilisé l’interférence à l’ARN puisque cette technique permet de déceler
l’effet de l’atténuation de l’expression de la TGH plus rapidement que l’approche
génétique qui consiste en la génération de lignées de souris génétiquement altérées.
L’hypothèse de départ était que la suppression de la TGH dans les cellules
différenciées atténuerait, et ce, de façon drastique, la lipolyse basale. La lipolyse F33-
adrénergique aurait été moindrement affectée (tableau VIII). Cette hypothèse découle
de l’idée que la lipase TGH soit responsable de la lipolyse basale étant donné sa
présence à la surface de la gouttelette lipidique (figure 8 et 9).
Les résultats obtenus montrent une suppression de l’ensemble de l’activité lipolytique
où la libération du glycérol est diminuée dans chacune des conditions: basale,
stimulée au CL3 16,243 et stimulée au TNf-Œ. En médiant la lipolyse basale, la TGH
serait limitante à toute stimulation venant répondre à une croissance du besoin
énergétique. Ainsi, toutes les autres formes de lipolyse seraient dépendantes de
l’activité basale de l’appareil lipolytique et donc de TGH (tableau VIII).
L’atténuation de l’expression de la TGH dans les cellules 3T3-F442A a résulté en la
baisse de l’activité lipolytique. Ceci suggère l’implication de la TGH dans
l’hydrolyse des 1G. La lipolyse basale reste toutefois une fraction majeure de la
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lipolyse adipocytaire. La réponse lipolytique est donc fonction du niveau
d’atténuation de la lipase. Avant de tirer des conclusions définitives, il serait
nécessaire d’étudier plus d’une lignée de cellules dont le niveau de TGH est supprimé
par interférence à L’ARN. Pour cela, des essais avec les deux autres lignées clonales
sont en cours (siTGH1 et siTGH3).
De plus, les mesures propres au clone 3T3-f442A.hygro (contrôle négatif) permettra
de déterminer si la baisse de la lipolyse est due à un facteur indépendant de la TGH
(ex : transfection et exposition des cellules à l’antibiotique). Parallèlement, des études
ont été entamées au laboratoire sur un modèle de souris déficientes en TGH (TGH-/-).
4.4 PERsPEcTIvEs
Dans le cadre de ce projet, nous avons apporté un nouvel outil d’étude au laboratoire,
soit les cellules différenciées en culture. Les études sur ce modèle permettront l’étude
spécifique des interactions intra-adipocytaires et viendront compléter les données
recueillies dans les adipocytes isolés et l’animal intact pour pouvoir éventuellement
être rapportées sur l’échelle de l’humain. À l’aide des cellules en culture, nous avons
mis en place un protocole de différenciation adipocytaire, caractérisé sur une vue
générale le profil lipolytique dans ces cellules et identifié trois formes de lipolyses
basale, f33-adrénergique et stimulée par la cytokine pro-inflammatoire TNF-a. Avec
les techniques ainsi développées et présentées, nous entamons maintenant des études
plus approfondies sur ce modèle dans le but de tracer et de caractériser les voies qui
composent la lipolyse adipocytaire. Nous avons entre autres procédé à la construction
de clones siATGL pour étudier l’effet de cette lipase sur la lipolyse. Ceci permettra
d’explorer le lien de l’ATGL par rapport aux autres lipases et ainsi pouvoir définir les
composantes de l’appareil lipolytique et leur fonction dans les mécanismes
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lipolytiques. Ces études permettront de déterminer l’importance des différentes
lipases individuellement et collectivement dans la lipolyse et pourraient ainsi
contribuer à une vision plus précise des composantes adipeuses affectées par le
syndrome métabolique ainsi que de la physiologie adipocytaire.
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